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Herstellung und Verwendung von hiunanen CD124 und CD116 
positiven Tunorzelllinien zur Herstellung von allogenen 
Oder semi -allogenen Inmnuitherapeutlka 

10 



Beschreibung 

Die Erfindung beschreibt die Herstellung und Verwendung von 
15 CD124+ und CD116+ Zelllinien zur Herstellung von effektiven 

dendritischen Zellen (DC) mit Hilfe von stimulatorischen 
Molekulen, ihre Veirwendung zur Herstellung von allogenen 
Oder semi-allogenen Immuntherapeutika , und deren Verwendung 
zur Behandlung oder Prophylaxe von Immunerkrankungen . 
20 AuSerdem beschreibt die Erfindung die Verwendung von GDI 24+ 

und CD116+ Tumorzelllinien, die bevorzugt auch CD34+ sind, 
als Mode'll- und Testsystem ftir die Testung der DC-Biologie 
und fiir die Testung von Substanzen, die auf das Iiranunsystem 
und dessen Konditionierxing EinfluS nehinen. 

25 

Dendritische Zellen (DC) spielen eine wichtige Rolle als 
Antigen-prSsentierende Zellen (APC) . Sie tibermitteln 
costimulatorische Signale, die fiir die T-Zell-Aktivierung 

30 notwendig sind, und induzieren primSre Iiiiin\anantworten durch 

die Prasentation von Antigenen ftir CD4*- und CDS* - T- 
Zellen (Banchereau et al. 1998, Nature 392 (6673): 245- 
252) . DC entwickeln sich aus hamatopoetischen 

Voriauf erzellen im Knochenmark und durchlaufen sequentiell 

35 verschiedene Dif f erenzierungsstuf en ( intermediare 

Vorlauferzellen im Blut und \inreife DC in den peripheren 
Geweben und Organen) (Banchereau et al. 2000, Ann Rev 
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5 Immunol 18: 767-811), Einraal im Gewebe angelangt erfullen 

unreife DC (iDC) eine wichtige Sensorf unktion, die durch 
eine hohe aktive Aufnahme von Antigenen aus dem umgebenden 
Milieu gekennzeichnet ist. Nach ihrer Stimulation durch 
externe Signale („Danger Signals") wie z.B. bakterielle 

10 Oder virale Infektionen Oder Entztindungen migrieren die DC 

in die peripheren lymphatischen Organe, wo sie zu reifen DC 
ausdifferenzieren und mittels Antigen- PrSsentat ion T-Zellen 
aktivieren. 

15 Nach bisherigen Methoden zur Herstellung von DC in vitro 

erhait man zwei Hauptpopulationen von DC- Voriauferzellen: 
CDla*/CD14' -Zellen, die sich zu Langerhans-Zellen (LC) 
entwickeln, und CDla'/CDl4* -Zellen, die zu interstitiellen 
DC ausdifferenzieren. Monozyten kSnnen nach der 

20 Kultivierung mit GM-CSF und IL-4 einen PhSnotyp entwickeln, 

der dem unreifer DC (iDC) ahnelt. Eine weitere 
Dif f erenzierung und Reifung wird durch verschiedene 
Stimuli, wie bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), 
TNFalpha, PGE2, CD40-Ligand oder PolylC erreicht. Die 

25 bisher verfiigbaren, definierten Kultursysteme wurden fiir 

Untersuchungen zur Biologie der DC eingesetzt. Ihr Einsatz 
fiir Experimente im groSen MaSstab ist aber limitiert durch 
die Abhangigkeit von verfiigbarem Spendermaterial und dessen 
Variabilitat. Im Maussystem haben sich Zytokin (GM-CSF) - 

30 abhSngige dendritische Zellinien als sehr wertvoll fiir das 

Studi\im der DC-Dif ferenzierung und -Entwicklung in in vitro 
und in vivo Krankheitsmodellen erwiesen. Solche Zelllinien 
wurden durch Immortalisierung von murinem Lymph- oder 
Hautgewebe gewonnen. Sie reprSsentieren einen unreifen DC- 

35 PhSnotyp, der invariabel ist und erlauben daher nicht die 

Untersuchung verschiedener Faktoren, die an der 
Dif ferenzierung von DC beteiligt sind. Aufierdem lassen sich 
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aufgrund der Heterogenitat von DC im murinen und humanen 
System wenn tiberhaupt, dann nur sehr begrenzt Aussagen zur 
humanen DC-Biologie treffen. 

Es konnte beobachtet warden, daS Tumoren lymphoiden oder 
myeloiden Ursprungs Gemeinsamkeiten mit APC in der 
Ontogenese aufweisen. Studien mit PBMC von Patienten mit 
chronisch myeloischer LeukSmie (CML) und akkuter 
myeloischer LeukSmie (AML) haben gezeigt, daS in 
Subpopulationen von CML und AML-Blasten durch Zytokine eine 
in Teilen DC-ahnliche Dif f erenzierung erzielt werden kann, 
die zum Teil eine verstSrkte APC-Funktion aufweisen. 
Daraufhin wurde versucht etablierte leukSmische Zelllinien 
als in vitro Modellsysteme ftir ' Untersuchungen zur DC 
Biologie zu verwenden. Dies gelang allerdings nicht, da 
alle untersuchten " Zelllinien nur bestiirante Stadien der DC 
Entwicklung erreichen konnten, iiber die hinaus sie nicht 
weiter dif f erenzieren konnten, und damit die DC Biologie 
nicht wie gewiinscht wiederspiegeln . Dies ist darauf zuriick 
zu fiihren, dass die Fahigkeit solcher maligner Zellen, auf 
Zytokinstimuli zu antworten, von der Expression 
spezifischer und funktioneller Rezeptoren abhangig ist. 
Viele Leukamie-Zellinien reagieren jedoch nicht auf eine 
Zytokin-Behandlung . Andere bisher untersuchte Leukamie- 
Zelllinien reagieren nur auf die Behandlung mit einzelnen 
Zytokinen und kSnnen nicht durch eine sequentielle DC 
Dif f erenzierung zu effetiven DC gebracht werden. 
Pharmakologische Agenzien, die intrazellulSres Kalzium 
mobilisieren und damit defekte Rezeptor-Signalwege umgehen, 
kOnnen zwar verwendet werden, um einen DC-fihnlichen 
Phanotyp in myeloiden Zellen zu induzieren, und die 
Aktivierung von Proteinkinase C durch PMA induziert einen 
DC-PhSnotyp in der humanen Myeloblasten-Zellinie KG-l, 
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allerdings fiihrt die Manipulation intrazellularer 
Signalwege mit solchen Agenzien zu APC, die nicht die voile 
DC-Funktion ausfullen k6nnen. Im Fall der Zytokin- 
stimulierten KG-1 wurde so z.B. keine Dif f erenzierung ohne 
sofortige Reifung beobachtet werden. 

Damit sind die bisher untersuchten Zelllinien ftir 
Untersuchungen der DC Biologie nur sehr begrenzt geeignet. 
Fiir Immuntherapeutikaanwendungen und Testsyteme fur die 
Testung von Substanzen, die auf das Immunsystem Einflufi 
nehmen sind diese nicht geeignet. Der Stand der Technik war 
daher, dass leukamische Zelllinien oder andere 
Tumprzelllinien nicht in der Lage sein sollten durch 
entsprechende Stimulation zu unreifen DC, die entsprechend 
der Stimulation entweder interstitielle DC oder Langerhans 
DC ahnlich sind, und darauf folgend zu potenten reifen DC, 
gezielt entweder DC Typl oder DC Typ2, zu dif f erenzieren. 

Zur Zeit werden DC in unterschiedlichen Verfahren und 
Ansatzen fur die Behandlung verschiedener Erkrankungen 
eingesetzt, darunter beispielsweise Tumorerkrankungen, 
Inf ektionserkrankungen und Autoimmunerkrankungen . Die, 
Ergebnisse hierfur sind erfolgreich und vielversprechend. 
Allerdings mussen zur Zeit fur alle Behandlungen DC 
eingesetzt werden, die aus Primarzellen gewonnen werden, da 
es bisher trotz groSer Bemiihungen nicht gelungen ist 
Zelllinien zu generieren und zu identif izieren, aus denen 
DC erzeugt werden kSnnen, die eine effektive Immunantwort 
stimulieren. Die Nachteile von DC aus Primarzellen sind 
beispielsweise, . dass sie, beziehixngsweise ihre 
Voriauferzellen, nur in sehr geringen Mengen von Patienten 
Oder Spendern gewonnen werden kOnnen, die den Einsatz der 
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5 Zellen stark limitieren, ihre Gewinnung ist von zeitlich 

und arbeitstechnisch groSem Aufwand, die Menge der 
gewonnenen DC ist so gering, dass bei weitem nicht die 
Mengen proportional im Menschen eingesetzt werden konnen, 
die in Maus-Modellen die besten Behandlungserf olge erzielen 

10 kSnnen. Die DC mussen dabei aus VorlSuf er-Zellen, wie 

beispielsweise CD34 positiven Staininzellen oder Monozyteri, 
gewonnen werden, die in vitro durch sine geeignete 
Stimulierung mit stimulatorischen Molekaien zu DC reifen, 
wobei die Vorlaufer-Zellen sowohl im Blut wie auch im 

15 Gewebe Sufierst selten vorkommen. Es wird geschatzt, dass 

sie etwa 1% der PBMC darstellen. AuSerdem ist ihre Kultur 
schwierig und wird durch die aus den PMBC gewonnene Menge 
an Monozyten stark limitierend beeinflusst und hSufig durch 
Verunreinigungen an Progenitor Zellen gestSrt. Die 

20 resultierende groSe Varianz in der Reinigungs-, 

Stimulierungs und Ef f ektivitatsef f izienz von autologen DC- 
Voriauferzellen erschweren eine Standardisierung von 
Verfahren far Immuntherapeutische Behandlungen sehr. Zu der 
Varianz innerhalb eines Patienten kommt noch die Varianz 

25 zwischen den einzelnen Individuen hinzu. 

Fiir die Entwicklung von Immuntherapeutika auf der Basis von 
effektiven DC ist es vorteilhaft genau charakterisierte 
Zellinien zu generieren, die entweder effektive DC 
30 darstellen oder durch geeignete Stimulierung mit geeigneten 

Signalmolektilen in vitro sich zu solchen wandeln lassen, 
die dann alleine oder in Kombination mit anderen Stoffen 
effektive Immuntherapeutika ergeben. 

35 Die erfindungsgemaSe Aufgabe ist es daher, ein Verfahren 

zur Herstellung von Zelllinien oder Zellen bereitzustellen, 
aus denen sich effektive dendritische Zellen (DC) generieren 
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lassen, die insbesondere als Iramuntherapeutika oder als 
Teil von Iitmxmtherapeutika zur Behandlung von 
Immunerkrankungen eingesetzt werden kSnnen. 

Die Erfindung last dieses technische Problem durch die 
Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung von 
effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien, wobei 
Zellen von CD124 und CD116 positiven Zelllinien mit 
mindestens einem stimulatorischen Molektil zeitgleich oder 
sequentiell zeitversetzt in Kontakt gebracht und die 
effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien erhalten 
werden. 

Im Zusairanenhang mit der Erfindung sollen folgende Begriffe 
wie folgt verwendet werden; 

Unter Zelllinien aus denen effektive dendritische Zellen 
(effektive DC) erf indungsgemafi gewonnen werden fallen alle 
Tumorzelllinien, bevorzugt leukamische Zelllinien, wie 
beispielsweise rayeloide, lymphoide und plasmacytoide, und 
solche Zelllinien, die nicht leukamischen Ursprungs sind, 
aber CD124 und CD116, bevorzugt auch CD34, tragen, 
einschliefilich solcher Zelllinien die nicht Tiimorzelllinien 
im strengen Sinne sind. Dabei kann es sich auch urn 
Zelllinien handeln, denen CD124 und/oder CD116 fehlt, die 
aber durch ein Einbringen von Genen funktionelle 
rekombinante CD124 und CD116 exprimieren die es ermSglichen 
effektive DC herzustellen. Vorzugsweise sind Zelllinien, 
aus denen effektive DC gewonnen werden auch positiv ftir 
CD34, wobei CD34 auch durch Gene eingebracht werden kann. 
Solche Zelllinien, aus denen effektive DC hergestellt 
werden kOnnen aus Timiorzellen oder Primarzellen gewonnen 
werden. Dies geschieht durch an sich herkSmmliche 
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Verfahren, wie beispielsweise Transformation, 
Immortalisierung, Zellfusion mit Tumorzellen und/oder durch 
Kultivierung in vitro und/oder in vivo mit oder ohne . 
Klonierung der Zellen mSglichst homogenen Zelllinien. 
Bevorzugt werden dabei Verfahren bei denen die CD124 und 
CD116 positiven Zellen durch Magnetkugel Techniken oder 
Cell-Sorting im FACS nach an sich bekannten Methoden 
angereichert xind kloniert werden. Als Spender far 
Tumorzellen, die erf indungsgemSS durch stimulatorische 
Molekiile zu Zelllinien gebracht werden, aus denen effektive 
DC gewonnen werden, werden Patienten mit chronischer 
myeloischer Leukamie oder akuter myeloischer Leukamie 
bevorzugt, die Erfindung beschrahkt sich jedoch nicht 
darauf. Primarzellen aus denen geeignete Zelllinien 
gewonnen werden sind bevorzugt myeloiden, lymphoiden, 
plasmacytoiden oder monocytaren Ursprungs . Um effektive DC 
aus Zelllinien zu gewinnen und /oder die Effektivitat der 
gewonnenen DC zu steigern, konnen in die Zelllinien, 
Tumorzellen oder Primarzellen ein oder mehrere Gene nach an 
sich bekannten Methoden eingebracht , die beispielsweise 
Rezeptoren oder Inhibitoren fiir stimulatorische Molekiile 
codieren und/oder exprimieren; Als Gene konnen auch ein 
Oder mehrere Iramuntherapeutika eingebracht werden. Das 
Einbringen der Immuntherapeutikagene in diesem Stadi\im der 
Zelllinie hat den Vorteil, dass sie als Zelllinie 
charakterisiert werden kSnnen und fiir eine weitere 
Verwendung als Iramuntherapeutika nicht nach der Reifung zu 
dendritischen Zellen eingebracht werden massen.Eine weitere 
MSglichkeit der Einbringimg von Genen ist die Fusion der 
Zelllinien mit anderen Zellen oder Zelllinien nach an sich 
bekannten Methoden: 
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5 Unter effektiven DC versteht man erf indungsgemaiS solche 

Zellen oder Zelllininen, die durch Stimulation von 
Zelllinien mit stimulatorischen Molekulen zu Zellen 
dif f erenziern, die wie dendritische Zellen agieren und 
humorale und/oder zelluiare Teile des Iiranunsys terns 

10 aktivieren, inhibieren oder modulieren. Die effektiven DC 

werden als Iiranuntherapeutika eingesetzt. Hierfar werden die 
effektiven DC, ihre Voriauferzellen in den geeigneten 
Dif feirenzierungsstadien oder die Zellen der Zelllinien mit 
mindestens einem Antigen beladen. Die Beladung erfolgt nach 

15 an sich bekainnten Methoden beispielsweise durch Beladung 

mit synthetischen oder aus biologischem Material 
gereinigten oder partiell gereinigten Tumorantigenen oder 
Inf ekt ions ant igenen, mit Zelllysaten von Tumorzellen, 
Tumorzelllinien, infizierten Zellen oder Zelllinien, durch 

20 Fusion mit anderen Zellen oder Zelllinien, durch 

Einbringung von mindestens einem Immuntherapiegen, durch 
Infektion mit infektiosen Partikeln oder jeweils teilen 
daraus. Gegebenenfalls werden die beladenen Zellen oder 
Zelllinien waiter durch stimulatorische Molektlle 

25 dif f erenziert . Die effektiven DC prozessieren in der Kegel 

die Antigene und prasentieren sie iiber bestimmte Molekule 
den entsprechenden Immunzellen des Immunsystems, 
bespielsweise uber MHCI oder MHCII Molekule, und aktivieren 
dadurch entsprechend die humorale und/ oder zellulare 

30 Immunantwort , die die Krankheit bekSmpft oder ein 

immunologisches Memory aufbaut, das prophylaktisch 
Krankheiten verhindert- Die effektiven DC werden hierfur in 
mindestens einem geeigneten Aktivitats- und/oder 
Ef fektorstadium im Patienten als Immuntherapeutikum 

35 eingesetzt . 
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Unter stimulatorischen Molekiilen versteht erf indungsgemSS 
solche chemischen und biologischen Molekiile, die eine 
Dif f erenzierung von Zellen beeinflussen wie beispielsweise, 
Cytokine (IL-4, TNFalpha) , Wachstumsf aktoren (z.B. GM-CSF) , 
surrogat Molekule fur Cytokine Oder Wachst\imsf aktoren, , die 
einen vergleichbaren biologischen Effekt induzieren wie die 
stimulatorischen Molekule selbst, beispielsweise 
Antikorper, andere biologische Molekule (z.B. LPS, polylC) 
und chemische Agenzien. Die Molekiile kOnnen zeitgleich 
gemeinsein Oder sequentiell zeitversetzt angewandt werden 
urn das entsprechende gewtlnschte Dif ferenzierungsstadiiim der 
Zellen und damit unterschiedliche AktivitSts- und 
Ef fektorstadien zu erreichen, beispielsweise DC Typl Oder 
DC Typ 2 Phanotypische Zellen, die je nach Eignung ftir die 
verschiedenen Verwendungen eingesetzt werden kOnnen. 
Beispielsweise kOnnen so durch verschiedene stimulatorische 
Molektile aus der gleichen Tumorzellausgangslinie 
unterschiedlich effektive DC hergestellt werden, die 
beispielsweise inhibitorisch Oder stimulatorische auf 
verschiedene Komponenten des Iimmunsys terns wirken und damit 
beispielsweise entweder in der Immuntherapie von 
Inf ektionserkrankungen und Txamorerkrankungen oder 
Autoiirauunerkrankungen eingesetzt werden. Unter 

stimulatorische Molekule fallen erf indungsgemaE aulSerdem 
alle Danger Signale einschlieElich solcher, die streng 
genommen keine Molektile sind, wie beispielsweise 
mechanischer StreE. 

Unter Immuntherapeutika versteht man im Sinne der 
Erf indung : 

solche Therapeutika, die gegen Erkrankungen 
prophylaktisch oder kurativ eingesetzt werden, bei denen 
effektive dendritische Zellen fttr die Behandlixng eingesetzt 
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5 werden kannen, wobei die geeigixeten effektiverx 

denclritisclien Zellsn unterschiedlicher Bntwicklungs- und 
Aktivierungsstadien aein k6nnen,Die Behandlungserfolg kann 
dabei vollBtandig Oder partiell sein. Dabei kann es sich 
beispielsweise um V^kainen. bandeln. 

10 

gemi-allogene DO fttr Irommthex-apeutika aijnd erf indungsgemaiS 
solche effektiven DC, die in einem oder rtiehreren der HLA 
Molekttle mit d®m Bropf anger der Ijmmixitberapeutika 
■■abereinstimmen und die Zellen ulaht von, der gleicben Person 
15 Bteacmen. Daniit sind aucb solcbe DG enthalten die eine 

komplette {Jberein&tijninung in den. ELA MolekSlen auf«irelsen 
und nicht von der gleiabsci Person stammen. 

Allogo»e ■ DC ftir Ijnmuntherapeutika sind erf indungsgemafi 
20 solche effektiven DC, die in keinem der HLA Molekttle mit 

dem Empf anger der Iinmuntberapeutika abereinstircimen. 

Unter CD3.24 positivea ZelHinien oder Zellen varstebt man 
erfinduixgsgeroafi solche Zellen, die gegenaber einer 
25 Behandlung mit IL-4 sensitiv sind. 

unter CD1X6 positivsa ZeXlliwien oder Zellen versteht roan 
erfindungsgemaS solche Zellen, die gegeaOber einer 
Behandlung wit OM-CSP sensitiv sind. 

30 

Unter inBouaerkraateuajgen versteht wan erfindxaigsgemaS alle 
Erkrankungen, bei denen dendritisohe Zellen zur Behandlung 
eingesetzt werden kSnnen^ beispielsvreise; 

- infektionskrankhoiten 
35 - T-umojrerkraiikun.gea 

- ^kutoimmxinerkrankungen . 
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5 

Unter dem Einbringen von Genen versteht man 

erf indungsgemaE, eine Transf ektion Oder virale Infektion 

Oder Transformation von Zellen oder Zelllinien wodurch 

10 genetisches Material in die Zelle oder Zelllinien nach an 

sich bekannten Methoden eingebracht wird. Das genetische 
Material kann dcibei DNA oder RNA sein. Das genetische 
Material codiert fUr die Expression von mindestens einem 
Protein oder Peptid oder/und die RNA selbst kann dabei 

15 inhibitorisch oder stimulatorisch, beispielsweise als 

Ant i sens e-RMA, wirken. Die exprimierten Proteine kSnnen 
weiter prozessiert und modifiziert werden, beispielsweise 
durch Glykosylierung. Gene konnen auch dadurch eingebracht 
werden, dass die Zellen oder Zelllinien itiit anderen Zellen 

20 ■ Oder Zellinien fusioniert werden. 

Iimauntherapeutikagene sind erf indungsgeraaS Gene die ftir 
Proteine und/ oder Peptide kodieren, die fUr die Verwendung 
der ■ ef f ektiven dendritischen Zellen als Immuntherapeutika 

25 eine Rolle spielen, beispielsweise Tumorantigene , virale 

Antigene oder Antigene von Parasiten, Bakterien oder 
anderen Mikroorganismen. Zellen oder Zelllinien in die 
Immuntherapeutikagene eingebracht wurden exprimieren die 
Proteine oder Peptide dieser Gene, Diese werden dann von 

30 den dendritischen Zellen dem Immunsystem prSsentiert, 

wodurch die effektiven dendritischen Zellen entsprechende 
Immunantworten abhangig von dem Aktivitats - und 
Ef fektorstadien der effektiven dendritischen Zellen 
aktivieren, inhibieren oder modulieren. F-Qr die 

35 Presentation der Genprodukte werden die exprimierten 

Proteine oder Peptide prozessiert oder direkt verwendet, 
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5 auSerdem konnen die exprimierten Proteine oder Peptide 

modifiziert werden, beispielsweise durch Glykosylierung. 

Surrogat-Molekiile sind erf indungsgemSS solche Molekiile, die 
die stimulatorischen Molekiile wirkungsmaSig ersetzen 
10 kOnnen, beispielsweise kSnnen anstatt von Cytokinen 

AntikSrper oder Mimikry-Peptide verwendet werden die die 
Zellen ebenfalls wie stimulatorische Molektile beeinf lussen. 

Um Zellen erf indungsgemafi in die Apoptose oder Nekrose zu 

15 bringen, werden je nach Bedarf unterschiedliche Verfahren 

angewendet, beispielsweise Bestrahlung, Hitzeschock, 
iiiechanischer Strefi, oxidativer Strefi, Ultraschall, 
Induktion von Suizidgenen, Induktion durch chemische und 
biologische Molekiile, Glyzerin, Zink, Butilinsaure, 

20 Natriumbutyrat , Leptomycin B mit STI571 und/oder Fas- 

Ligandgebracht werden. Dabei kSnnen die Zellen auch 
Mischpopulationen bilden, von denen Telle in die Apoptose 
Oder Nekrose gehen. Dieses Verfahren kann angewendet 
werden um sicherzustellen, dafi effektive dendritische 

25 Zellen im Organismus nicht lebensfahig sind. 

Ttimorantigene sind erf indungsgemaS Peptide, Proteine, 
Lipide, Lipopeptide, Lipoproteine, Kohl enhydr ate, 
Glykolipide, Glykopeptide, Glykoproteine, phosphorylierte 

30 Proteine, phosphorylierte Peptide, anderweitig 

posttranslational modif izierte Proteine oder Peptide, die 
in den Zellen des Tumors vergleichend zum Normalgewebe , 
iiberexprimiert werden, unterexprimiert werden, de novo 
exprimiert werden, mutiert sind, dif f erentiell 

35 posttranslational modifiziert sind, dif f erenziell 

prozessiert werden, dif ferenziell lokalisiert werden, 
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dif ferenziell gefaltet werden, Oder andersweitig verandert 
sind. 

Infektionsantigene sind erf indungsgemaS Peptide, Proteine, 
Lipide, Lipopeptide , Lipoproteins, Kohlenhydrate , 
Glykolipide, Glykopeptide, Glykopro-teine , phosphorylierte 
Proteine, phosphorylierte Peptide, anderweitig 
posttranslational modif izierte Proteine Oder Peptide, die 
vom infektiOsen Partikel stairatien oder davon abgeleitet 
sind. 

Infektidse Partikel sind erf indungsgemas infektiGse 
Einheiten, die Krankheiten verursachen oder davon 
abgeleiteten Teilen. Hierzu gehSren beispielsweise Viren, 
Bakterien, Parasiten und Prionen. Die infektiosen Partikel, 
die erfindungsgemaS zur Herstellimg von effektiven 
dendritischen Zellen und ihrer Verwendtang dienen sind in 
vivo im Patienten nicht vermehrungsfahig. 

Aufierdem beschreibt die Erfindung die Verwendung und 
Herstellimg von CD124+ und CD116+ Tumorzelllinien, die 
bevorzugt auch CD34+ sind, als Modell- und Testsysteme fur 
die Testung der DC-Biologie und fur die Testung von 
Substanzen, die auf das Immunsystem und dessen 
Konditionierung EinfluS nehmen. 

Unter einem Modell- und Testsystem fiir die Testung der DC- 
Biologie versteht man erf indungsgemafi Testsysteme die als 
Komponente eine CD124+ und CD116+ Tumorzellinie haben, die 
bevorzugterweise auch CD34+ ist, und mit deren Hilfe 
Vorgange wahrend der Dif f erenzieriing der dendritischen 
Zellen und von Zellen die zu dendritischen Zellen reif en 
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5 aufgeklart warden und/ oder mit deren Hilfe Vorgange 

aufgeklart warden, die bei der Aktivierung, Inhibierung 
Oder Modulation des Immunsystems und seiner Immunantwort 
durch die DC oder ihre Vorlauf erzellen beeinflusst werden. 
Zu der AufklSrung dieser VorgSnge gehSren auch die 

10 Aufklarung von anderen Einfliissen wie beispielsweise der 

EinfluS von stimulatorischen Molektilen und/oder ihre 
zeitliche Wirkxing beipielsweise wSlhrend der Dif f erenzierung 
der DC vmd Aktivitatsmodulierung des Immunsystems. Diese 
Modell-und Testsysteme k5nnen beispielsweise in Form von 

15 Kits und/oder High-Throughputsystemen verwendet werden. Die 

einzelnen Testarten und ihre Durchftihrung sind, dem Fachmann 
bekannt . 

Unter einem Modell- und Testsystem fiir die Testung von 

20 Substanzen die auf das Inonunsystem wirken versteht man 

erfindungsgemSfi Testsysteme die als Komponente eine CD124+ 
und CD116+ Tuitiorzellinle haben, die bevorzugterweise auch 
CD34+ ist, und mit deren Hilfe getestet werden kann ob 
Substanzen einen EinfluS auf das Immunsystem und/oder 

25 dessen Konditionierung haben. Darunter fallen -unter anderem 

auch Testsysteme, die der Entwicklung von Immuntherapeutika 
dienen, beipielsweise die Testung geeigneter Tumorvakz inen 
und ihrer Formulierungen und solche Testsysteme, die es 
erlauben den EinfluiS von Substanzen, die keine 

30 Immuntherapeutika sind, wie beispielsweise chemische 

Stoffe, Pharmakologische Agenzien, Kosmetika oder ihre 
Vorstufen, oder Nahrungsmittel oder ihre Komponenten, auf 
das Immunsystem zu testen. Solche Testsysteme konnen damit 
zur Produkt entwicklung von beispielsweise Immuntherapeutika 

35 und anderen Produkten dienen, die einen EinfluS auf das 

Immunsystem austiben kSnnen. Diese Modell-und Testsysteme 
kSnnen beispielsweise in Form von Kits und/oder High- 
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Throughput systemen verwendet werden. Die einzelnen 
Testarten und ihre Durchfiihrung sind dem Fachmann bekannt . 

Zellen, die positiv fiir CD124 sind tragen den Rezeptor ftir 
IL4, die CD116+ den Rezeptor fCLr GM-CSF, und die CD34+, den 
Marker ftlr haematopoietische Stamm- und Progenitor-Zellen 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der Erfindung ist 
ein Verfahren zur Identif izierung von Peptiden, die von den 
erf indungsgemaSen effektiven Dendritischen Zellen 
prasentiert werden, umfassend die Schritte 
■ (a) Vermehren der erf indungsgemaiSen Dendritischen 
Zellen nach an sich bekannten Methoden, wobei die 
Dendritischen Zellen unreif sind; 

(b) Zugeben von Antigenen oder Iminunogenen oder Teilen 
davon oder Zelllysaten, wobei die unreifen 
Dendritischen Zellen (iDC) zu reifen Dendritischen 
Zellen (mDC) reifen, und die Antigens oder 
Iramunogene oder Telle davon oder die Zelllysate 
prozessieren -und geeignete Peptide im Kontext von 
MHC Klasse I oder MHC Klasse II Molekalen 
prasentieren; 

(c) Gewinnen der prSsentierten Peptide von den 
Dendritischen Zellen nach an sich bekannten 
Verfahren; und 

(d) Identif izieren/Bestimmen der abgelOsten Peptide 
nach an sich bekannten Methoden, 

Bevorzugt werden die gewonnenen Peptide durch an sich 
bekannten Methoden aufgetrennt, wie z.B. mittels 
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) . Besonders 
bevorzugt werden die aufgetrennten Peptide 
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5 massenspektrometrisch identif iziert und am meisten 

bevorzugt werden die Peptide sequenziert. 

Bevorzugt, erlaubt das erf indungsgemaSe Verfahren die 
Validierung der identif izierten/bestiiranten Peptide. Mehr 

10 bevorzugt wird, dass identif izierte/bestiinmte Peptide, die 

nach dem erf indungsgemaSen Verfahren gewonnen werden, 
synthetisch nach an sich bekannten Methoden hergestellt 
werden. Am meisten bevorzugt wird, dass die synthetisch 
hergestellten Peptide zu unreifen und/ Oder reifen 

15 erf indungsgemaSen Dendritischen Zellen zugegeben werden, 

wobei die Dendritischen Zellen nach an sich bekannten 
Methoden beladen („gepulst") werden. In einer Variante wird 
anstatt des Schrittes (b) folgender Schritt duchgef tlhrt : 
Beladen von zu mDC gereiften Zellen mit MHC I und/oder MHC 

20 II Peptiden. Diesem Schritt kann ein Schritt nach an sich 

bekannten Methoden zur Entf ernung bestehender ■ MHC I 
und/oder MHC II Peptide vorgeschaltet sein. Bevorzugt 
handelt es sich dabei um Bibliotheken von MHC I und/oder 
MHC II Peptiden, die den itiDC angeboten werden. 

25 Mit der Erfindung konnten iiberraschenderweise leukamische 

Zelllinien mit einer bestimmten Eigenschaft gefunden 
werden, die sich in alien Aspekten wie ein immortalisiertes 
Equivalent von CD3 4+ DC Precursor Zellen verhalt und fiir 
Untersuchungen der DC Biologie, der Testung von Substanzen 

30 die das Immunsystem beeinflussen und fiir Immuntherapeutika 

geeignet sind. Die bestimmten Eigenschaf ten der 
Tumorzelllinien ist eine Positivitat fiir CD124 (IL-4R) tind 
CD116 (GM-CSFRalpha) und bevorzugt CD34. Als Beispiel wird 
die myeloide Zelllinie MUTZ-3 naher beschrieben, von der 

35 karzlich bekannt wurde, dass sie auf Stimulation mit IL-4 

und GM-CSF die Expression von CD14 herrunterreguliert . Die 
Untersuchungen der Erfindung zeigen, dafi die im Vergleich 
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5 mit anderen bekannten und getesteten leukamischen 

Zelllinien und anderen Tumorzelllinien MUTZ-3-Zellen 
einzigartig sind in ihrer Fahigkeit, einen unreifen DC- 
Status zu erlangen. Zudem exprimieren sie nach weiterer 
Stimulierung den Reifungsmarker CD83, und funktionelle 

10 Assays beweisen ihre Fahigkeit zur Antigen- Pro zessierung 

und -Presentation. Damit ist sie fiir Immuntherapeutkazwecke 
geeignet. MUTZ-3 ist die erste humane Leuk&niezelllinie, 
die zur Dif ferenzierung und zur AusprSgung eines unreifen 
DC-Phanotyps angeregt werden kann und ist als in vitro 

15 Modell fiir Untersuchungen der molekularen und 

physiologischen Wege, die zur Dif ferenzierung und Reifung 
DC ftihren und zur Untersuchung der DC-Biologie und zur 
Testung von Sxxbstanzen, auf einen Einflufi auf das 
Immunsystem geeignet. 

20 

Im Rahmen der Erfindung wird viberraschend gezeigt, dass as 
mOglich ist, aus hmanen Tumorzelllinien effektive DC zu 
generieren, die insbesondere als Immuntherapeutika oder als 
Teil von Immuntherapeutika zur Behandlung von 

25 Immunerkrankungen eingesetzt werden kSnnen. 

Kerneigenschaften der Zelllinien ist ihre CD124 und CD116 
Positivitat, die beispielsweise aus leukamischen Zellen 
gewonnen werden konnen/ und die Sensitivitat gegeniiber 
stimulatorischen Molekiilen, wie beispielsweise Zytokinen, 

30 wahrend andere untersuchte leukamische Zelllinien, die 

diese Eigenschaf ten nicht zeigen, keine effektiven DC ira 
Sinne der Erfindung ergeben. Bevorzugt wird eine Zelllinie 
, die es ermSglicht, dass aus der Zelllinie durch eine 
seguentielle Stimulation mit stimulatorischen Molelciilen DCs 

35 unterschiedlicher Aktivierungs- und Ef f ektorstadien 

gewonnen werden. Die einzelnen Aktivierungs- und 
Effektorstadien kSnnen als effektive DC f\ir die 
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Aktivier\inge unterschiedlicher Teile des Iiranunsys terns 
dienen, und dabei entweder iiber MHCI Prasentation CD8+ T 
Zellen aktivieren, iiber MHCII Prasentation CD4+ T Zellen 
aktivieren, oder iiber CDl NKT Zellen aktivieren. Aktivierte 
DC werden dabei hauptsachlich fiir Iiranuntherapeutika 
eingesetzt, die fiir die Behandlung von 

Inf ektionskrankheiten und Tumorerkrankungen verwendet 
werden. Weiterhin kSnnen geeignete DC Aktivierungsstadien 
zur Induktion von Anergien iind Toleranzen fiihren, und 
eignen sich dazu zur Behandlung von Autoiitimunerkrankungen . 

Im we'iteren ist die Erfindung am Beispiel der hiomanen 
myeloiden Zelllinie MUTZ-3 nSher beschrieben. 
Die humane akute myeloide leukSmische Zelllinie MUTZ-3 ist 
sensitiv gegeniiber solchen Zytokinen, die dafiir 
verantwortlich sind, dass in in vivo und in in vitro 
Modellen aus Monozyten und CD34 positiven Stammzellen DC 
generiert werden. MUTZ-3 Zellen verhalten sich in alien 
Eigenschaf ten wie immortal isierte Aguivalente von CD34 
positiven DC-Vorlaufer Zellen. Durch Stimulation mit den 
jeweils geeigneten spezifischen Zytokin-Cocktails 
entwickeln sie sich zu Zellen mit Phenotypen, die den 
Phenotypen von z.B. interstitiellen DC oder Langerhans 
Zellen . entsprechen. Durch eine Reifung (Maturation) 
exprimieren die Zellen CD83 . MUTZ-3 besitzt das komplette 
Spektrum von Antigenprozessierungs- und Prasentierungs- 
prozessen fiir MHC-abhSngige und CDld-abhangige 

Prasentation und Aktivierung. Unter geeigneten Bedingungen 
, z.B. Gabe von interferon -gamma oder Dexamethason, kOnnen 
sie gezielt einen DCl PhSnotyp oder DC2 Phanotyp annehmen 
wodurch eine Immunantwort gesteuert werden kann. Dies 
zeigt, dass MUTZ-3 Zellen eine unlimitierte Quelle fvlr CD34 
positive DC Voriauf erzellen (Progenitors) darstellen, die 
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effektiv in der (gezielten) Stimulierung der verschiedenen 
Iiranunzellen \ind somit als effektive DC fiir die Behandlung 
von Iinmunkrankheiten eingesetzt werden konnen. 

Die im Sinne der Erfindung wichtige Komponente ftir 
Inmuntherapeutika ist die Zelllinie die selbst effektive DC 
darstellt oder aus der durch eine Behandlung mit geeigneten 
stimulatorischen Molektllen effektive DC entstehen. Im Sinne 
der Erfindung kttnnen die effektiven DC mit weiteren 
Komponenten zu allogenen oder semi-allogenen 
Immuntherapeutika kombiniert werden, wobei es auch bei 
Bedarf zu einer weiteren Reifung der Zellen gegebenenfalls 
durch geeignete stimulatorische Molekiile kommen kann. Im 
Beispiel 1 ist dies fiir MUTZ-3 jeweils fiir MHCI, MHCII und 
CDl vermittelte Aktivierung beschrieben. Darauf ist die 
Erfindung jedoch nicht beschrankt sondern umfasst alle 
therapeutischen oder prophylaktischen Anwendungsgebiete, 
bei der DC Zellen eingesetzt werden kSnnen. 

Hierunter fallen beispielsweise Tumortherapeutika . Diese 
konnen beispielsweise hergestellt werden, indem die 
allogenen der semi-allogenen effektiven DC beipielsweise 
mit Tumorantigenen nach an sich bekannten Methoden gepulst 
und dem Patienten verabreicht werden. Tximorantigene kOnnen 
dabei einzelne oder mehrere definierte Molekiile wie 
beispielsweise Peptide, Glykopeptide, Proteine, 
Glykoproteine, Glykolipide sein, die synthetisiert, 
gereinigt oder in Form von Zelllysaten verwendet werden; 
ein weiteres Beispiel ist die Transfektion der effektiven 
DC mit RNA, DNA oder viralen Vektoren, die Tumorantigene 
Oder Telle davon kodieren; ein weiteres Beispiel ist die 
Antigenbeladung von effektiven DC durch Inkubation mit 
apoptotischen und/oder nekrotischen Tumorzellen, oder mit 
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5 hitzeschockbehandelte Zellen; ein weiteres Beispiel ist die 

Fusion mit Tumorzellen . Eine klinische Anwendung solche im 
Rahitien der Erfindung hergestellte DC erfolgt in Form 
allogener oder semi-allogener DC prophylaktisch oder als 
kurative Therapie, z.B. -um Tumoren zu therapieren oder nach 

10 Entfernung solcher Tumoren, z.B durch Chirurgie, als 

Adjuvanz therapie zur Behandlung der minimalen residualen 
' Erkrankung einschlieSlich Metastasen zu bekSmpfen oder um 
die Bildung von Metastasen bzw. Mikrometastasen zu 
verhindern . 

15 ; 

Eine Reihe von Immunisierungs-Strategien sind mOglich, u.a. 
die intranodale, intra tiimorale, intradermale, 

intramuskulare , subkutane, intraperitoneale or mukosale 
Applikation von DC mit oder ohne zusatzliche 

20 Inmiunostimulanzien wie, z.B. Zytokine, Cheitiokine oder 

andere iiranunostimulatorische bzw. immunomodulatorische 
Substanzen. Dabei kOnnen die erf indungsgemSS hergestellten 
DC auch Teil komplexerer Immunisierungsschemata sein bei 
der beispielsweise weitere Koraponenten zeitgleich oder 

25 zeitversetzt gegeben werden. 

Obwohl sich die aus MUTZ-3 abgeleiteten DC nach 
Dif f erenzierung nicht mehr teilen, kann es nicht 
ausgeschlossen werden, daS DC die aus anderen Leukamie 

30 Zellen oder Linien hergestellt werden sich weiterhin 

teilen. Daher ist eine bevorzugte Variante die Bestrahlung 
solcher Antigen-beladenen DC, ihre Behandlung mit Mitomycin 
C, Oder eine andere Mafinahme, die eine Teilung der Zellen 
in vivo verhindert. Eine Alternative ware beispielsweise 

35 die Inkorporation eines sogennaten Suizid-Genes, wie z.B. 

das HSV Thymidine Kinase (TK) Gens, das es erlaubt solche 
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5 HSV TK-tragende Zellen durch Gancyclovir selektiv 

abzuteten . 



10 Die Erfindung betrifft auch die Herstellung von Zelllinien, 

die 2U effektiven. DC gereift werden kOnnen. Das 
erfindungsgemafie Verfalirea beinhaltet dis Isolierung von 
CD34t, CD124+ und CD116+ Zellen nach. an sich bekamten 
verfahren aue humanem Material bevorzugt: iieukandepatieacen. 

15 Die Zellen. kOnnen bei^pielgweiee aus dem peripliecen Slut 

Oder KnochenmarJc von jjeukSiaiepatienten durch Anreicherung 
von Zellen, die CD34+, CD124h- und CD116+ sind, niit Hilfe 
von Magnetbeads, die AntikSrpartragea, die CP34+, CD124+ 
und CD116+, saquentiell gewonnen werden. Alternativ kCnnen 

ZO CD34+, CD124+ und CD116+ Zellen durch Zell&orting itiittels 

DurchfluiSzytorcietrie und CD34-, CD124- und GD116- 
spezifischen AntikSrpem gewonnen warden. 

Eine weitere Ausftlhrungsform der Erfindung iet ein 
Verfahren 2ur Herstellung eines Arzneimittela mtifassend die 
25 Sohritte dec erf indungagemfifien Verfahren \ind weiterhin 

xjmfasseasd den schritt der Pormulieriwig dee Arzixaixnittels in 
pharniaaeutisch vertraglicher Form, wobei das Arzneimittel 
gegebenenfalls zusatzliah mit eineia Adjuvans als 
WirkstoffveratSrker kombiniert wird 

30 

Unter dem Begriff «Araneiitiitfcel'* sind erfindungsgemfifi 
Stoff© und 2ubereitungen aus Stoffen definiert, die dazu 
beetinrot sind, durch Anwendung am Oder im menschlicben 
KSrper Krankheiten, Leiden, KSrperschaden oder kraLukhafte 
35 Beschwerden 2u heilen, zu lindern oder zu verhtiten. wahrend 

dea erf indungagsmafien Herstellungeverfahrens kOnnen den mit 
den erfindungsgemSifien Verfahren identif izierten 
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5 Verbindungen medizinische und/oderpharmazeutisch-technische 

Hilfsstoffe zugesetzt werden. Medizinische Hilfsstoffe sind 
erf indungsgemafi solche Stoffe, die zur Produktion (als 
aktive Ingredienzien) von Arzneimitteln in einem 
erfindungsgemaSen Verfahren eingesetzt werden. 

10 phantiazeutisch-technische Hilfsstoffe dienen lediglich der 

geeigneten Formulierung des Arzneimittels und kOnnen sogar, 
so fern sie nur wShrend des Verfahrens ben6tigt werden, 
anschliefiend entfernt werden oder kbnnen als pharmazeutisch 
vertrSgliche TrSger Teil des Arzneimittels sein. Beispiele 

15 fiir pharmazeutisch vertrSgliche TrSger sind nachstehend 

aufgefuhrt. 

Die Arzneimittel formulierung erfolgt gegebenenfalls in 
Kombination mit einem phaimazeutisch vertrSglichen TrSger 
\md/oder Verdtinnungsmittel . 
20 Beispiele fiir geeignete pharmazeutisch vertragliche TrSger 

sind dem Fachmann bekannt und umfassen Phosphat-gepuf f erte 
KochsalzlOsungen, Wasser, Emulsionen wie z.B. Ol/Wasser- 
Emulsionen, verschiedene Arten von Detergenzien, sterile 
LQsungen, etc. 

25 Arzneimittel, die solche Trager umfassen, konnen mittels 

bekannter konventionelle Methoden formuliert werden. 
Bevorzugt werden Applikationsrouten, bei denen die 
erf inderischen effektiven dendritischen Zellen in einer 
pharmakologischen Formulierung an Stellen im KOrper 

30 gebracht werden, wo sie ihre Aufgabe am besten erfiillen 

kOnnen. Solche Stellen und Applikationsf ormen sind dem 
Fachmann bekaimt, beispielsweise intravenos, 
intraperitoneal, subkutan, intramuskulSr , lokal oder 
intrademal, bevorzugt dabei sond beispielsweise intra 

35 nodal, intra dermal, sxibcutan, intrarektal, intravenSs oder 

lokal. Eine geeignete Applikationsroute kann abhSngig von 
der Erkrankxing unterschiedlich geeignet sein. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 03/023023 



23 



PCT/EP02/09260 



Beispielsweise ist zielt eijie Applikation von effektiven 
dendritisclaan Zellen ftlr die Therapie von 
Autoiitatiunerkrankungen auf eine Toleranz des Immunsys terns, 
wahrend eine geeignete Applikationsroute fttr die Behandlung 
Oder prophylaxe von Tumor- oder Infektionserkrankungen eine 
Aktivierung des Immunsysteias unterstlltzen eoll. Bine 
geeignete Aditiinistrationsroute kann vom Paohmann mit 
bekanaten Methoden bestiimnt warden. Die Arzaaimittel kannen 
einem Individuxm in iner geeigneten Dosis verabreicht 
werden, eine Dosis umfasst 100 bis 10" effektive 
dandritische Zellen, toevorzugt 10* bis 10^'. Die effektiven 
dendritischen Zellen warden dabei itiit einer gseigneten Form 
und Menge an Antigenen beladen worden, die ebenfalle je 
nacb Einsatz vertodert sein kann, Eine Doeie wird bevorzugt 
einmal die Woche, bis hinzu grSSeren AbstSnden verabreicht 
wie beispielsweise eineici Monat, 3 Monaten, einem Jahr oder 
noch langere Abstande. Karzere Intervalle kSnnen ebenfalls 
geeignet sein, wie beispielsweise taglich. Dabei kann der 
Pachiuann den geeigneten zeitiichen Abstand und Dosie 
bestiinmen. Hierf^r kann er bevorzugt Methoden zum 
Imraunomontoring verwenden und die Dosen entsprechend 
anpassen. Bntsprechende Mathoden sind deta Pachmann bakannt 
und werden zum Teil in den Beispielen beschrieben. 
Die Art der Doeierung wird vom behandslnden Arzt 
enteprecliend den klinisahen Paktoren bestiumtit. Es ist dem 
Pachmann bekannt, daS die Art der Dosierung von 
verschiedenen Paktoren abhfingig ist, wie z.B. der GrSfie, 
der Kbrperoberfiache, dem Alter, dera Qeschleoht oder der 
allgeineinen Geg-undUeit dee Patienten, aber auch von dem 
speziellen Mittel, welchee verabreicht wiKd, der Dauer und 
Art der Verabreichung und von anderen Medikamenten, die 
mOglichecweise parallel verabreicht werden. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die effektiven 
dendritischen Zellen mit einer Reihe von Antigenen beladen. 
In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden Dosen 
mit effektiven dendritischen Zellen beladen mit geeigneten 
Antigenen mit Dosen kombiniert, die die oder einzelne 
Antigene oder Telle davon direkt in geeigneten 
Formulierungen ohne ex vivo Beladung der dendritischen 
Zellen umfassen. Dies hat den Vorteil, dass semi-allogene 
ex vivo beladenen erf indungsgemaSe dendritische Zellen die 
Immunantwort stark induzieren, wobei sie von der 
Alloresponse als eine Art Danger Signal untersttttzt werden 
und verbunden sind mit einer teilweise spezifischen 
immunisierung durch die Presentation •Clberlappender MHC 
Molekiile, kombiniert werden mit einer Immunantwort, die die 
autologen dendritischen Zellen in vivo ansteuert. Eine 
solche Kombination ist besonders geeignet urn Toleranzen und 
Anergien zu brechen. ' 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 
erf indungsgemafie unreife effektive dendritische Zellen 
(iDC-Form) , beladen mit entsprechenden Antigen, zur 
Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Dabei wird 
in einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die 
Zellen in der iDC Form transient oder stabil arretiert, 
wobei an sich .dem Fachmann bekannte Methoden eingestezt 
werden, beispielsweise eine Arretierung durch gentechnische 
Veranderung. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
werden die Zellen nach Beladujng in der unreifen Form (iDC) 
Oder reifen Form (mDC) gegebenenf alls weiter gereift und 
als beladene effektive dendritische Zellen (mDC) zur 
Behandlung oder Prophylaxe von Tumor- oder 
Inf ektionserkarnkungen eingesetzt . 

Ein erf indungsgemaSes Arzneimittel umfasst eine 
pharmakologische Substanz, die Dendritische Zellen in einer 
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geeigneten Losung Oder Verabreichungsf orm enthalt. Diese 
konnen entweder alleine oder in Kombination mit einem oder 
mehreren Adjuvatien oder einem anderen geeigneten Stoff zur 
Wirkungsverstarkung yerabreicht werden, Als bevorzugt'e 
Adjuvantien werden QS-21, GPI-OlOO oder andere Saponine, 
Wasser-01 Emulsionen wie beispielsweise Montanide 
Adjuvantien, Polylysin, Polyargininverbidnungen, DNA- 
Verbindungen wie beispielsweise CpG, Detox, Bakterielle 
Vakzinen wie beispielsweise Typhusvakzine oder BCG-Vakzinen 
verwendet und in einer entsprechend geeigneten Weise nach 
an sich bekannten Methoden mit den erf indiingsgemaSen 
Dendritischen Zellen gemischt. 

Eine bevorzugte Form der Adjuvantien sind costimulatorische 
Faktoren, Cytokine und/oder Wachs turns faktoren wie 
beispielsweise GM-CSF oder IL-2 oder IL-12 . Diese kSnnen 
auch in genetischer Form in die Zellen der 
erf indungsgeraaSen Zelllinien, bevorzugt stabil, eingebracht 
werden . 

Die erf indungsgemaSe Verwendung des Arzneimittels ist zur 
Prophylaxe und/oder Behandlung von Krebserkrankungen, 
Tumoren, Infektionen und/oder Autoimmunkrankheiten . In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist die Krebserkrankung 
Oder der Tumor, der/die behandelt oder verhindert wird 
ausgewahlt aus der Gruppe von Krebserkrankungen oder 
Tumorerkrankungen des Kopfes und Genicks, der Lunge, des 
Mediastinums, Gastrointestinal trakts, des 

Geschle'chts/Harnapparatsys terns, des gynftkologischen 

Systems, der Brust, des endokrinen Systems, der Haut, 
Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen der Kindheit, 
Primar tumoren, metastatischem Krebs, Weichteil- oder 
Knochensarkomen, einem Melanom, einem Neoplasma des 
zentralen Nervensystems, Lynphomen, LeukSmien, 

paraneoplastischem Syndrom, peritonealer Carcinomastose 
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und/oder Malignitat, die zu iiranunsupprimierter Malignitat 
verwandt ist. 

Die Infektion, die mit dem erf indxingsgemalSen Arzneimittel 
behandelt oder verhindert wird, ist ausgewahlt aus 
bakteriellen infektionen, viralen Infektionen, pilzlichen 
Infektionen, Infektionen mit Protozoan und/oder Infektionen 
mit Helminthen. Bevorzugt ist die bakterielle, virale, 
pilzliche Infektion, Infektion mit Protozoen und/oder 
Infektion mit Helminthen, die behandelt oder verhindert 
wird, ausgewahlt aus Infektionen wie Sepsis oder septischer 
Schock, Fiber unbekannten Ursprungs, infektiose 
Endokarditis, intraabdominale Infektionen und , Abzesse, 
akuten Infektionen, Durchf allerkrankxingen, bakterielle 
Lebensmittelvergiftungen, sexuell tibertragbaren 

Infektionen, entzundliche Beckeninf ektionen, 

Harnwegsinfektionen, Pyelonephritis, Osteomyelitis, 

Infektionen der Haut, Muskeln oder Weichteilen,- Infektionen 
durch Injektion von Drogen, Infektionen durch Bisse, 
Kratzer oder Verbrennungen, Infektionen bei 

Transplantatempfangern, Hospitalismus-Inf ektionen und/oder 
intravaskulare Infektionen durch Gerate . In einer mehr 
bevorzugten Aus fiihrungs form wird die Infektion, die 
verhindert oder behandelt wird, ausgewahlt aus bakteriellen 
Infektionen wie Pneumococcen-Inf ektionen, Staphylococcen- 
Inf ektionen, streptococcen-Inf ektionen, Enterococcen- 
Inf ektionen, Diphterie, andere Corynebakterien-Inf ektionen. 
Anthrax, Listeria monocytogenes -infektionen, Tetanus, 
Botulismus, Gasbrand, Antibiotika-assoziierter Colitis, 
anderen Clostridien- Infektionen, Meningococcen- Infektionen, 
Gonococcen- Infektionen, Moraxella (branhamella) 

catarrhalis-Infektionen, anderen Moraxella species- 
Infektionen, Klingella-Inf ektionen,' Haemophilus influenzae- 
Infektionen, anderen Haemophilus species-Inf ektionen. 
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Infektionen durch die HACEK Gruppe, Infektionen durch 
andere Gram-negative Bazillen, Legionella-Inf ektionen, 
Pertussis, Infektionen durch Gram-negative Entero-Bazillen, 
Helicobacter-Infektionen, Infektionen durch Pseudomonaden 
und verwandte Organismen, Salmonellose, Shigellose, 
Infektionen durch Campylobacter und verwandte Species, 
Cholera, Vibrio, Brucellose, Tularaemie, Pest, anderen 
Yersinien-Inf ektionen, Bartonella-Inf ektionen, 

einschlieSlich Infektionen ' durch Katzenkratzer, Donovania 
(Granuloma Inguinale) , Nocardiose, Actinomykose, 
Infektionen durch gemischte anaerobe Organismen, 
Tuberkolose, Lepra, Infektionen durch nicht- 
Tuberkelbakterien, Syphilis, endemische Treponematose, 
Leptospirose, RUckf all-Fieber, Lyme Borreliose, Infektionen 
durch Rockettsien, Mycoplasmen oder Chlairtydien, virale 
Infektionen wie Herpes simplex Virus -Infektionen, Varizella 
zoster-Inf ektionen, Epstein Barr-Virus-Inf ektionen, 

einschlieiSlich Mononucleose, Cytomegalovirus-Inf ektionen, 
humane Herpesvirus Typ 6,7 oder 8-Inf ektionen, Pockenvirus- 
Infektionen, Vaccinia-Inf ektionen, andere Pockenviren- 
Infektionen, Parvovirus-inf ektionen, humane Papillomavirus- 
infektionen, virale Atemwegsinf ektionen, Influenza, virale 
Gastroenteritis, Enterovirus-Inf ektionen, Reovirus- 

Inf ektionen, Masern, Roteln, Mumps, Rabies-Virus- 
inf ektionen, anderen- Rhabdovirus-Inf ektionen, Infektionen 
hervorgerufen durch Nager- und/ oder Arthropodenviren , 
Infektionen mit Marburg- und/oder Ebolaviren, pilzlichen 
Infektionen wie Histoplasmose, • Coccidioidomykosis, 
Blastomykose, Cryptococcose, Candidiosis, Aspergillose, 
Mucormycosis, ' verschiedene Mykosen, Prothotheca- 
Infektionen, Pneumocystis carinii-Inf ektionen, Infektionen 
mit Protozoen, wie AmSbenbef all , Infektionen mit frei- 
lebenden AmSben, Malaria, Infektionen durch Parasiten von 
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roten Blutzellen, Leishmaniosis , Trypanose, Toxoplasma- 
Inf ektionen, Intestinalinf ektionen durch Protozoen, 
Trichomonadenkolpitis , Inf ektionen mit Helminthen, wie 
Trichinose, Infektionen mit anderen Gewebe-Nematoden, 
Infektionen mit intestinalen Nematoden, Filariose, 
Infektionen wie Loiasis, Onchozerkose oder Dracontiasis , 
Schistosoinie, Trematoden- Inf ektionen Oder Cestoden- 
Inf ektionen. 

Die Autoimmunkrankheit, die mit dem erf indungsgemJlSen 
Arzneimittel behandelt oder verhindert wird, ist ausgewShlt 
aus Autoimmunkrankheiten wie allergische Enzephalomyelitis, 
autoimmune haemolytische Anamie, autoimmune Thyreoditis 
(Hashimoto' Syndrom), autoimmune mannliche Sterilitat, 
pemphigoide Blasensucht, BauchhOhlenkrankheit, Basedow 
Krankheit, Goodpasture -Syndrom, idiopathische 

thrombocytopenische Purpura, Insulin-resistenter Diabetis 
mellitus, Myastenia gravis, pernizibse An&nie, Pemphigus 
vulgaris, Polyarteriitis nodosa, primare Gallenzirrhose, 
Reiter' Syndrom, rheumatisches Fieber, Sarcoidosis, 
Sjogren' Syndrom, systematischer Lupus Erythematodes , 
sympathische Ophthalmia, Multiple Sklerose, und/oder virale 
Myocarditis durch Cocksakie B Virus Antwort. 
Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist 
ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend 
die ,erf indungsgemaSen Verfahren, wobei das Arzneimittel 
Dendritische Zellen enthalt, die nach an sich bekannten 
Methoden mit Antigenen beladen warden oder mit 
entsprechenden Zellen fusioniert werden. Die Dendritischen 
Zellen des Arzneimittels werden nach den an sich ftir 
autologe Dendritische Zelltherapien bekannten Verfahren mit 
einem geeigneten pharmazeutischen TrSger formuliert. Das so 
gewonnene Arzneitmittel kann nach an sich bekannten 
Methoden verabreicht werden. Die dendritischen Zellen des 
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Arzneimittels nehmen Antigene auf, prozessieren sie und 
prasentieren Fragmente davon auf ihrer Oberfiache im 
Kontext mit MHC Molekiilen und costimulatorischen Molekiilen. 
Nach einer weiteren Reifung nach an sich bekannten Methoden 
werden die Zellen in einer geeigneten Formulierung am 
Menschen angewandt. Ein weiteres Beispiel ist die Beladiong 
reifer dendritischer Zellen nach an sich bekannten Methoden 
des „Pulsing". Bei den dendritischen Zellen handelt es sich 
um autologe, allogene oder semi allogen dendritische Zellen 
beziehungsweise deren Voriauferzellen oder Zellen aus 
Zelllinien, die die funktionellen Eigenschaf ten von 
dendritischen Zellen besitzen, die ex vivo nach an sich 
bekannten Methoden entsprechend geeignete Behandlung zur 
Entwicklung und Reifung bekoitimen. 

In einer bevorzugten Weise werden die Voriauferzellen wenn 
notwendig durch Gabe von geeigneten Faktoren, 
beispielsweise costimulatorischen Faktoren, Cytokinen 
und/oder Wachstumsf aktoren, wie beispielsweise IL-4 und GM- 
CSF zu Zellen gereift, die funktionell und phSnotypisch den 
iDC aiinlich sind. Diese Zellen werden mit geeigneten' 
Antigenen beladen bei Bedarf weiter gereift. Die 
resultierenden beladenen effektiven dendritischen Zellen 
(mDC) , sind Zellen, die reifen beladenen dendritischen 
Zellen phSnotypisch und funktionell ahnlich sind werden 
bevorzugt zur Prophylaxe oder Therapuie von Tumor- oder 
Infektionserkrankungen eingesetzt. Alternativ kOnnen die 
effektiven dendritische Zellen erst als mDC beladen werden, 
wie beispielsweise fiir definierte MHC-Kalsse Peptide als 
Antigene. Alternativ werden Zellen in den unterschiedlichen 
Voriaufer-, Dif f erenzierungs- und/oder Reifungsstadien mit 
DNA Oder RNA von Antigenen, costimulatorischen Molekttlen 
und/oder Immunogenen nach an sich bekannten 
gentechnologischen Methoden transfiziert werden. Bevorzugt 
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sind dies stabile Trans formationen von den Zellen, die sich 
am besten teilen lassen, bevorzugt vor dem VorlSuf erstadium 
vor der Dif f erenzierung . Alternativ warden geeignete 
Stadien der erf indungsgemaSen dendritischen Zellen, als 
Voriauferzelle, als unreife Zelle oder als reife Zelle mit 
anderen Zellen nach an sich bekannten Methoden fusioniert 
und gegebenfalls waiter dif ferenziert und oder gereift. F-Ur 
die Behandlung oder Prophylaxe von Autoiiranunerkrankungen 
werden bevorzugt die beladenen Zellen im unreifeh Stadium 
verwendet, wie weiter oben detaillierter beschrieben wird. 

Die Erfindung wird durch folgendes Beispiel nSher 
erlautert, ohne sie auf dieses Beispiel einzuschrSnken: 

Beispiel 1; 

MUTZ-3, eine humane CD34t; CD124+, CD116+ Zelllinie zur 
Herstellung von effektiven DC durch eine Zytokin-induzierte 
Dif f erenzierung von dendritischen Zellen aus CD34+ 
Precursor Zellen und die Verwendung der effektiven DC zur 
Induktion funktioneller T-Zell Subsets fiir die Herstellung 
von Immuntherapeutika 



Material tind Methoden 

Antikdrper und Reagenzien 

Ftir die Untersuchungen wurden verwendet: 

PE-markierte monoklonale AntikOrper (mAK) gegen CD40, CD34 
und TCR Valpha 24 von Coulter Immunotech (Marseilles, 
France) , gegen CDla, CD54, CD83 und CDS 6 von Pharmingen 
(San Diego, CA) \ind gegen CD80 von Becton-Dickinson (San 
Jose, CA) 
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FITC-markierte iriAK gegen HLA-DR, TCR vP 11 und CD14 von 
Becton-Dickinson, gegen CD115 (GM-CSF-Rezeptor) von 
Pharmingen . 

Die CDld-Expression wurde bestiirant mittels eines murinen 
inAK gegen CDld (Mab CDld27) (Spada et al . 1998, J Exp Med 
188(8): 1529-1534) gefolgt von einem FITC-markierten anti- 
Maus-IgGl mAK (Pharmingen) . Die Isotyp-Kontrolle Maus-IgGl 
stammt von Organon Technika-Cappel (Malvern, PA)., FITC- 
und PE-markierte Simultest-Isotyp-Kontrollen von Becton- 
Dickinson. Langerin-Expression wurde durch Farbung mit dem 
itiAK DDCM4 gefolgt von einem FITC-markierten anti-Maus-mAK 
nachgewiesen. Die Blockierung der Antigen-Prasentation tiber 
CDld erfolgte mit dem AK CDldSl (Spada et al. 1998, J Exp 
Med 188 (8) : 1529-1534) . 

Zelllculturen 

Die Zytokin-abhangige, h\imane myelomonozytische LeukSmie- 
Zellinie MUTZ-3 wurde in MEM-alpha mit Ribonukleosiden \ind 
Desoxiribonukleosiden (Gibco, Paisley, UK) , Hitze- 
inaktiviertem FKS, Penicillin/Streptomycin und 10 % 

konditioniertem Medium der humanen Blasenkarzinom-Zellinie 
5637 (Quentmeier 1996, Leuk Res (4):343-350) kultiviert. 
Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten (Costar, Cambridge, MA) 
bei 37°Cund 5% CO2 kultiviert und zweimal wochentlich 
passagiert. Die von einer akkuten monozytischen Leukamie 
abgeleitete Zellinie THP-1, die von einer akkuten 
myelogenen Leukamie abgeleitete Zellinie KG-1, die 
chronisch myeloische Leukamielinie K562, die von einer 
promyelozytischen Leukamie abgeleitete Zellinie HL-60 und 
die Makrophagen-ahnliche histozytische Lymphomlinie U937 
wurden von der Araerikanischen Type Culture Collection 
(ATCC, Rockville, MD) erhalten. Diese Zellinien wurden in 
IMDM Oder RPMI-1640 mit Hitze-inaktiviertem FKS, 
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5 Penicillin/Streptomycin, 2M L-Glutamin und beta- 

Mercaptoethanol kultiviert und zweimal wochentlich in 80 
cm* Gewebekulturf laschen (Costar) passagiert. 

Generierung von iinrelfen (iDC) und relfen DC-Slmlichen 
10 (inOC) Zellen aus Leukaxniezellxnieii 

Die Induktion eines DC-Shnlichen Phanotyps in 
Leukamiezellinien wurde wie folgt erreicht: 
Die Zellen vmrden gewaschen und mit einer Zelldichte von 
IxlO^/ml (in einem Volumen von 3ml) in 24-Loch-Platten 

15 eingesat und ftir 7 Tage mit GM-CSF (lOOng/ml 

Novartis /Schering-Plough, Arnhem, NL) , IL-4 (lOOOU/ml CLE) 
und niedrigdosiertem TNFalpha (2,5 ng/ml, CLE, Amsterdam, 
NL) inkubiert. Am Tag 7 wurde die Reifung induziert durch 
Gabe von entweder TNFalpha (75ng/ml) oder LPS (lOOng/ml, 

20 Sigma) . Ftir die Herstellung von LC-ahnlichen Zellen wurden 

die MUTZ-3-Zellen f-iir 9 Tage in GM-CSF und niedrigdosiertem 
TNFa kultuviert. Die Zellen wurden dann mit oder ohne TGFpl 
(Ing/ml, R&D Systems, Abingdon, Oxon UK) und 
niedrigdosiertem TNFa fiir weitere 7 Tage inkubiert, wobei 

25 das Kulturmedium am Tag 2 erneuert wurde. Die dadurch 

erhaltenen unreifen DC (iDC) wurden auf die Expression von 
CDla und Langerin untersucht. 

DurchfltiSzytometrie 

30 Die kultivierten Zellen wurden gewaschen und mit einer 

Zellzahl von 5x10* bis 1x10^ in 25 microl eiskaltem FACS- 
Puffer (PBS pH 7,5, 0,1%BSA, 0 , 2%Natriumacid) 
resuspendiert . Die spezifischen und die fluoreszenz- 
markierten mAK bzw. die zugehorigen Isotyp-Kontrollen 

35 wurden zugegeben und die Zellen fur 30 min bei 4°C 

inkubiert. Die Zellen wurden einmal gewaschen xxnd in 250 
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microl FACS-Puffer resuspendiert . Die markierten Zellen 
wurden an einert FACStar (Becton Dickinson) unter Verwendung 
der CellQuest-Software analysiert. 

Allogene Gemischte-Lynphozyten-Reaktion (mixed lymphocyte 
reaction, HliR) 

Allogene, nichtadharente PBL wurden mittels 
Gradientenzentrifugation aber Hypaque tymphoprep {Nycomed, 
Oslo, Schweden) aus deiti peripheren Blut gesunder Spender 
isoliert. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 
5x10* Zellen/Loch in Rundboden-Mikrotiterplatten eingesat 
und mit einer Verdiinnungsreihe an MUTZ-3 DC in 200 microl 
Kulturmediiun ftir 5 Tage inkubiert. Die T-Zell-Prolif eration 
wurde nach einen 5h-Puls mit ^H-Thymidin (0,4 
microCi/Loch, Amersham, Aylesbury, UK) bestiramt 
(Standardmethoden) . 

Induktion von IL-12/p70- und iL-lO-Sekretion durch reife 
MUTZ-3-DC (MUTZ-3 itiDC) 

Die MUTZ-3 iDC wurden gewaschen und mit einer Zellzahl von 
1x10^ in MEM alpha (Zusatze siehe oben) in 48-Loch-Platt6n 
eingesat. Unreife MUTZ-3 -DC (MUTZ-3 iDC) wurden durch 
Behandlung mit TNFa in Kombination mit entweder IFNgamma 
(1000 U/ml, Biosource, Camarillo, CA) oder Dexamethason ■ 
(lmicromol/1, Sigma) (Inkubationszeit 48h) und 
anschlieiSende Stimulation mit bestrahlten Zellen einer 
CD40-Ligand-transfizierten J558-Zellinie (J558-CD40L, 1x10^ 
Zellen/Loch) zur Reifung gebracht. Die Konzentrationen der 
sekretierten Zytokine IL-10 und IL-12 {p70-Untereinheit) 
wurden mittels ELISA bestimmt. 
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5 Induktion von CD8*-T-Zellen mit einer SpezifitSt ftir 

Influenza-Matrix-Proteine 

■ MUTZ-3-DC wurden mit lOOpfu/Zelle eines rekoiabinanten 
Adenoviruses infiziert. Dieser Adenovirus kodiert das Ml- 
Matrix-Proteingen des Haeminf luenzavirus ' (RAdl28) . Fiir die 

10 RAdl28-Inf ektion wurden die DC mit serumfreiem Medixom 

gewaschen und mit Lipof ectamin (lOOpfu/Zelle, l,7microg/l 
X 10^ pfu) inkubiert. Nach 2h wurden die Zellen mit 
komplettem Medium gewaschen und darm iXber Nacht bei 37°C 
und 5%C02 inkubiert. Andere MUTZ-3-DC wurden mit dem HLA- 

15 A2 ,1-bindenden Ml-abgeleiteten Peptid MI58-66 (50Mg/ml) aber 

Nacht bei 31 °C zusammen mit beta-Mikroglobulin 
(2, 5microg/ml) in serumfreiem Medium beladen, CD8*-T-Zellen 
(Responder) wurden mittels eines CD8-T-Zell-MACS- 
Isolationskits (Miltenyi Biotec) aus HLA-A2+ PBMC isoliert. 

20 Antigen-beladene (Virus oder Peptid) MUTZ-3-DC (Stimulator) 

wurden mit einem Responder : Stimulator-VerhSltnis von 5:1 
eingesetzt in komplettem IMDM-Medium mit 10% gepooltem 
Humanserum (CLE) und 5ng/ml IL-7 (R&D Systems) . Nach einer 
Woche wurde die T-Zellen in einem IFNgamma-ELISPOT-Assay 

25 auf Spezifitat untersucht. Dazu wurden bestrahlte T2- 

Zellen, die mit dem HLA-A2 . l-bindehden, Ml-abgeleiteten 
Peptid MI58-66 Oder als Kontrolle mit dem HLA-A2 . 1 bindenden 
HPV16-E7-abgeleiteten Peptid (E7ii-2o) beladen wurden, 
verwendet. Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C mit dem 

30 peptid (50microg/ml) und beta-Mikroglobulin (2 , 5microg/ml) 

in serumfreiem Medium beladen. 

Induktion von CDS'^^-T-Zellen mit einer SpezifitS,t f^r das 
Melanom-assoziiertes Antigen, II2VRT-1 

35 MUTZ-3-DC wurden mit dem HLA-A2 . 1 -bindenden MART-1- 

abgeleiteten Peptid (ELAGIGILTV) (lOmicrog/ml) 4 Stunden bei 
37°C in serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) beladen. CD8*-T- 
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Zellen (Responder) wurden mittels eines CD8-T-Zell-MACS- 
Isolationskits (Miltenyi Biotec) aus HLA-A2+ PBMC isoliert. 
Mit MART-l-peptidbeladene MUTZ-3-DC (Stimulator) wurden mit 
einem Responder: St imulator-Verhaitnis von 10:1 in 
serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) eingesetzt. Nach einer 
Woche wurden die T-Zellen in einem iFNgamma-ELISPOT-Assay 
auf Spezifitat untersucht. Dazu wurden bestrahlte T2- 
Zellen, die mit dem HLA-A2 . i-.bindenden MART-1 Peptid 
(ELAGIGILTV) Oder als Kontrolle mit dem HLA-A2 . 1-bindenden, 
CEA-abgeleiteten Peptid CEA.78 (IMIGVLVGV) beladen wurden, 
verwendet. Die Zellen wurden 4 Stunden bei 37°C mit dem 
Peptid (1 microg/ml) in serumfreiem AIM-V-Mediiim (Gibco) 
beladen . 

Induktion von CD8*-T-Zellea mit SpezlfitSten fiir die Tumor- 
Antigene MUC-l und Aslaloglykophorin durch Stiniulieirting mit 
Tumorzelllysaten . 

Die Tumorzelllysate wurden entweder aus Tumorzelllinien 
Oder aus PrimSrmaterial hergestellt : , a) Zelllysate aus 
Tumorzelllinien wurden mit Hilfe von 4 Runden abwechselndem 
Frieren in fliissigem Stickstoff und anschlieSendem Tauen 
nach an sich bekannten Methoden hergestellt. 
b) Zelllysate aus solidem Tumorprimarmaterial wurden wie 
folgt hergestellt: Solide T\iinoren wurden mit Hilfe der 
Triple-Enzyra Methode behandelt und dadurch 
Einzelzellsuspensionen hergestellt. Diese Methode ist dem 
Fachmann bekannt und wird hSuf ig in verschiedenen Varianten 
in den meisten Tumorpathologie-/ Immunologielabors 
angewandt. Nach der chirurgischen Entfernung des Tumors 
werden alle weiteren Schritte unter aseptischen Bedingmgen 
durchgeftihrt . Der Tumor wurde in etwa 5 ktibikmillimeter 
groSe Stticke zerteiltund in ein GefaiS mit sterilem Trip'le- 
Enzym-Medium (0,1% Kollagenase, 0,002% Desoxyribonuklease, 
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0,01% Hyaluronidase in dem Puffer „Hank's buffered saline", 
HBSS) gegeben. Dies wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur mit 
einem magnetriihrer geriihrt bis die soliden Gewebsstucke 
sich aufgelost haben. AnschlieEend wurde uber einen 
Maschenfilter (coarse wire grid) die unverdauten 
gewebsstucke abgetreiint \ind die verbliebenen Zellen nach 
sorgf altigem Waschen in HBSS mit einem Ficoll Gradienten 
zentrifugiert, urn Monozyten und Lymphozyten von der 
Tumor zellsuspension zu trennen. Die Tumorzellen wurden 
anschlieSend mit Hilfe von 4 Rxanden abwechselndem Frieren 
in fltissigem Stickstoff und anschlieSendem Tauen lysiert. 

MUTZ-3-DC wurden mit einem Tmorzelllysat iiber Nacht bei 
37°C in serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) beladen. CD8*-T- 
Zellen (Responder) wurden mittels eines CD8-T-Zell-MACS- 
Isolationskits (Miltenyi Biotec) aus HLA-A2+ PBMC isoliert. 
Mit Tumorzelllysatbeladene MUTZ-3-DC (Stimulator) wurde mit 
einem Responder :Stimulator-Verhaltnis von 10:1 in 
serumfreiem AIM-V-Mediura (Gibco) eingesetzt. Nach einer 
Woche wurde die T-Zellen in einem IFNgamma-ELISPOT-Assay 
auf Spezifitat untersucht. Dazu wurden Antigen-beladene 
■MUTZ-3-DC Oder Peptid-beladene T2 -Zellen verwendet. MUTZ- 
3 -DC wurden xiber Nacht bei 37°C in serumfreiem AIM-V-Medium 
(Gibco) mit einem Tumorzelllysat oder mit Asialoglykophorin 
(Protein) beladen. T2-Zellen wurden mit dem HLA-A2.1- 
bindenden MUCl-Peptid MUC-1.2 (LLLLTVLTV) 4 Stunden (1 
microg/ml) in serianfreiem AIM-V-Medium (Gibco) beladen. 

IFNgainma- ELISFOT-Assay 

Multiscreen-96-Loch-Filtrationsplatten {Millipore, 
Molsheim, Frankreich) wurden far 3h bei Raumtemperatur (RT) 
Oder tiber Nacht bei 4°C mit dem mAK 1-DlK (SOraicrol, 
15microg/ml) in filtriertem PBS (Mabtech, Nacka, Schweden) 
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5 beschichtet. Die Flatten wurden 6-mal itiit serumfreiem 

Medium gewaschen und anschlieSend mit filtriertem 
kompletten Medium mit 10% FKS fur 0,5-lh bei RT blockiert. 
Anschliefiend wurden 7,5x10 3 ixlO^ Ef f ektorzellen/Loch 

mit Ix 10* Zielzellen iiber Nacht bei 31°C, 5% CO2 inkubiert. 

10 Die Zellen wurden verworfen und die Flatten 6-mal mit 

filtriertem PBS/0, 05%Tween 20 gewaschen. Zu jedem Loch 
wurden dann SOmicrol mAK 7-B6-1 (Imicrog/ml in filtriertem 
PBS) hinzugefagt und die Flatten fiir 2-4h bei RT 
stehengelassen.' Nach 6 Waschschritten mit filtriertem 

15 PBS/o; 05%Tween 20 wurden 50microl/Loch Streptavidin- 

gekoppelte Alkalische Phosphatase (1:1000 verdtinnt in PBS) 
zugegeben und die Flatten ftlr l-2h bei RT inkubiert. Nach 6 
weiteren Waschschritten mit filtriertem FBS/0 , 05%Tween 20 
wurden SOmicrol Alkalische-Phosphatase-Reagenz (AP 

20 conjugate substrate kit , Biorad, Herkules, CA) zugesetzt ■ 

und 15 min bis Ih stehengelassen, bis sich Farbpunkte 
entwickelt haben. Die Reaktion wurde mit Leitungswasser 
gestoppt und die Farbp\ankte von 2 unabhSngigen Personen 
ausgezahlt . 

25 

Aktivierung von Tetanus-Toxoid(TT) -spezif ischen T-Zellen 

PBMC von Spendern mit partieller HLA-Ubereinstiromung (HLA- 
DRll, HLA-DQ7, HLA-B44 und HLA-A2 exprimierend) wurden 
ausgewahlt und die CD4*-PBL mittels MiniMACS- 

30 Separationssaulen (Miltenyi Biotec) isoliert. Nach l,5h 

AdhSrenz an die Plastikoberf ISche, urn kontaminierende APC 
zu entfernen, wurden die Zellen mit einer Verdiinnungsreihe 
TT-gepulster, unreifer MUTZ-3-DC (50mg/ml, Bilthoven, NL, 
12h in serumfreiem Mediimi) in 200microl Mediiam fiir 7 d bei 

35 37°C , 5% CO2 inkubiert. Die T-Zell-Prolif eration wurde 

nach einem 5h-Puls mit ^H-Thymidin (0,4 microCi/Loch, 
Amersham, Aylesbury, UK) bestimmt (Standardmethoden) . 
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5 

Prasentation von a-Galactosylceramid fiir 
VOC24*/vpil*-NKT-Zellen 

Valpha24'"-T-Zellen, einschlieSlich Valpha24'"/Vbetall-''-NKT- 
Zellen, wurden durch Positivselektion aus PEL gewonnen 

10 mittels autoMACS (Miltenyi Biotec) . Die auf gereinigten NKT- 

Zellen wurden dann fttr 7 Tage mit unreifen oder reifen 
MUTZ-3-DC, die mit DMSO (Vehikelkontrolle) oder lOOng/ml 
alpha-Galactosylceramid (alpha-GalCer , Pharmaceutical 
Research Laboratory, Kirin Brewery, Japan) gepulst worden 

15 waren, kokultiviert unter der Zugabe von lOng/ml 

rekombinantem humanen IL-7 (R&D Systems) und 10 ng/itil 
rekombinantem humanen lL-15 (R&D Systems) sowie mit bzw. 
ohne blockierende Anti-CDld-Antik5rper (CDldSl, 
lOmicrog/ml) .. Die absolute Zahl an NKT-Zellen und der 

20 Expansionsfaktor wurden mittels FACS-Analysen bestimmt. 

Ergebnlsse 

Dlfferemierung der aUTZ-3 Zellen zu effektlven DC 
25 unterscbiedlicber Differenziexxmgsstadln und 

Effektorstadlen 

MUTZ-3 -Zellen erwerben nach Zytokingabe den Phanotyp 
unreifer DC- 

30 

Als erstes bestimmten wir das Potential leukamischer 
Zelllinien zu dif ferenzieren in Anwesenheit von Zytokinen, 
die routinemaEig ftir die Induktion von DC Zellen verwendet 
werden. Insbesondere untersuchten wir die mit Zytokinen 
35 behandelten Zelllinien, ob die Expression von CDla, einem 

Hauptcharakteristikum fttr unreife dendritische Zellen 
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(iDC) , auf der Oberflache der Zellen induziert wurde. Drei 
der sechs getesteten Zelllinien (MUTZ-3, KG-1, THP-1) 
reagierten auf den Zytokin-Cocktail GM-CSF, IL-4 und 
niedrigdosiertes TNFa. Der Anteil CDla-positiver Zellen 
nach 7 Tagen in Kultur war am hochsten bei der Zelllinie 
MUTZ-3 (20%), wahrend die Zelllinien KG-1 und THP-1 10% 
bzw. 5% CDla-positive Zellen aufwiesen (Tabelle 1) . Bei 
diesen letzten zwei Zelllinien ging die Dif f ^renzierung mit 
einer deutlichen Expression des DC-Reif\mgsinarkers CD83 
einher, was friihere Ergebnisse bestStigt (Hulette et al. 
2001, Arch Dermatol Res 293 (3 ): 147-158 ; St Louis et al. 
1999, J Iinmunol 162 (6) :3237-3248) . 

KG-1 und THP-1 reagierten nicht auf weitere Zytokin- 
Stimuli, aucK konnte keine weitere Anderung des CDla/CD83- 
Phanotyps beobachtet werden. Auf den abrigen 3 
untersuchten Zelllinien wurden weder CDla noch CD83 
detektiert. Alle getesteten Zelllinien exprimierten den GM- 
CSF-Rezeptor (CD116) , aber nur die Zelllinie MUTZ-3 auch 
den IL-4-Rezeptor (CD124) . Das zeigt die einzigartige 
FShigkeit von MUTZ-3 Zellen, CDla positiv zu werden ohne 
gleichzeitig auch CD83 zu exprimieren, d.h. den iDC 
Phanotyp zu erwerben. 

MUTZ-3 ist ein CD34-positives DC-Differenzierimgsmodell, 
das von Vorl&uferzellen ahgeleitet ist 

Neben der Neo-Expression von CDla wurden weitere 
morphologische und phanotypische Verfinderungen nach der 
Zytokin-Stimulation von MUTZ-3 Zellen beobachtet. •MUTZ-3 
Zellen waren typischerweise nicht-adhSrente, runde Oder ein 
wenig gelappte Zellen. Nach der Dif ferenzierung waren die 
MUTZ-3 iDC Zellen- nur noch locker adherent, bildeten 
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Klumpen aus grofien zellea unci entwickelten haarShnliabie, 
zytoplasmatische Projektionen, ein morphologisches 
CharakteristikuTO von DC Zellen (Fig. la, ta) . 
Die Analyse der Zelloberflachen-Marker zeigte, daS 
unstimulierte M0T2-3 -Zellen CD14, CD85, CD54 und GD40 
echwach expriitderen xuad CD34 und HIA-DR stark (Pig. 2 und 
3) . NactL induktion der CDla EScpreesion auf der Zell- 
Oberfl&che wurde eine herunter-regulierte CD14- 
(Monozyteimrker) und CD34-Bx5)ression (Marker 
liamatopoetiaolier Voriauferzelleix) beobachtet. Die 
Expression der co-stimulatorisclien. und Adhasione-MolekUle 
CD80, CDS 6, CD40, CD54 und HLA-DR war stark herauf- 
reguliert auf den WTSZ-2 iDC Zellea iia Vergleich zur 
unstiimilierten Zellpppulation (Fig.3) . Die Stimulation der 
MCJT2-3 IDC Zell«i mit uma induzierte die Bxpreaaion des 
DC-Reifungsmarkers CD83 ndt eiuer weiteren Steigerung der 
CDla Expression von \and alien co-stimulatorisahen 
Molektilea. WmXiche Beobachtungen warden gemacht, wenn die 
MCrT2-3 iDC Zellen mit LPS, CD40-Ligaud-trans£izierten J558 
Zellen. odor PolylC zur Reifuag gebraclifc warden (Ergebnisse 
werden nicht gezeigt} . Keine weitere Proliferation wurde 
beobachtet, wenn zu den MOTZ-3 iDC Oder reifen- DC (lUDC) 
Zellen Zytokine zugegeben warden, 

MUTZ-3 Zellen kbnnen demzufolge unter dem EinfluS von GM- 
CSF, lL-4 und niedxigdosiertem TNFW in DC Zellen 
dif f erenzieren (M0TZ-3-DC) , wobei sie zwei verschiedene 
Differenzierungastadleu durchlaufen - einen unreifen {MOTZ- 
3 iDC) und einen reifen Phfinotyp (MCJTZ-3 nU3C) . 

Die Herab-Regulation von CDS 4 und GD14 deutet daraufbin, 
dass wn)Z-3 Zellen eine Population von Voriaufer zellen bei 
der Differenzierung von CD34-poBitivatt atanaazellen 
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darstellt. Bei der Dif fetenzierujig van. CD34-positiven 
stammzellen entetehen wenigstens zwei VorlSuf erzelltypen, 
welche ultimativ zm inter stitialen und Langerhans' Zellen 
(LC) reifen. Urn zu beetimmen, ob sich MUTZ-3 Zellen zu LC 
ahnlichen Zellen. entwickeln. kfinnen, haben wir MUTZ-S Zellen 
in An- o4er Abwesenheit von. TGFbetal kulti-viert. TQFbetal 
ist bekannt dafur bei DC Zellen, die von CD34-poeitiven 
Zellen abstaromen, einen LC-Phaixotyp zu induzieren (Gaux et 
al. 1997, Blood 90 (4); 1458-1470). Wir beobaohteten , dass 
unter dem BinfluS von TGPbetal nicht nur der Anteil an, CDla 
popitiven MUTZ-3 Zellen von 20% auf 80% aastieg, sondern 
auch eine starke Langerin / CDla Doppelf&rbuiLg au£trat(Pig. 
4). Letz teres, zeigt, dass diese Zellen bestitnmte 
Charakteristika von LC Zellen aufweieen. 

MUTZ'3 DC Zellea indnzleren die Proliferation von ajlosreneu 
Ixymphoeyten 

MUTZ-3 mDC Zellen waren in der Lage in gemischten 
Lymphozyten-Reaktionen die Pirolif eration von allogenen T- 
Zellen zu atimulieren, und giwai? zu einem h6heren Orad als 
MUTZ-3 iDC Oder unstimulierte MUTZ-S. Zellen, Bs vmrde ein 
6-10 fach h5herer t^H] -xbymidin Eiribau (Lymphozyten 
Proliferation) verglichen mit unstimulierten MUTZ-3 Zellen 
und ein 2-3 fach h6herer C^HI -Thymidin Binbau verglichen 
mit MUTZ-3 iDC Zellen gemessen bei einem MUT2-3/PBI. 
Verhaitnis von 40 ii (Pig. 5). Wahracheinlicii spiegelt diese 
erhahte stimulatoriache Eigeneohaft von MUTU-S moG 
verglichen mit MUTZ-3 iDC Zellen den beobacHteten Anstieg 
der Expression der co-etimulatpriechen und Adhaeions -Marker 
CD80, CD86, CD40 xmd CD54 Wider (wie in Fig. 3 gezeigt) . 
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MUTZ-3 DC Zellen reagieren auf Th-polarisierende Stimuli 
und bekoimen einen DCl oder DC2 Pha.no typ wahrend der 
Reifung- 

DC Zellen konnen IL-12 sekretieren, einem potenten Typ 1 T- 
Zellen induzierenden Zytokine (Kalinski et al 1998, J 
Immunol 161 (6) : 2804-2809) , Es konnte auEerdem gezeigt 
werden, dass unter dem EinfluS gewisser Stimuli nicht- 
vorprogrammierte iDC Zellen die FShigkeit erhalten, 
hauptsachlich IL-12 (DCl Phanotyp) oder das Typ 2 
induzierende Zytokine IL-10 (DC2 PhSnotyp) . zu sekretieren 
(Vieira et al. 2000, J Immunol 164(9): 4507-4512; 
Langenkamp et al . 2000, Nat Immunol 1 (4): 311-316). Urn zu 
untersuchen, ob MUTZ-3 iDC Zellen den DCl oder DC2 PhSnotyp 
entwickeln kOnnen, wurde die Reifung der MUTZ-3 iDC Zellen 
in Anwesenheit von IFN-gamma oder Dexamethason induziert. 
Wenn MUTZ-3 mDC Zellen (nach Reifung in Anwesenheit von 
TNFalpha) mit oder ohne CD40 Liganden transf izierten J558 
Zellen stimuliert wurden, wurden geringe Mengen an IL-10 
und IL-12 produziert (Fig. 6) . Demgegenuber ergab die 
Reifung von MUTZ-3 iDC Zellen in Anwesenheit von IFN-gairatia 
eine IL-12 Produktion, die dariiber hinaus kraftig anstieg, 
wenn die Zellen durch die transf izierten J558 Zellen weiter 
stimuliert wurden (Post-Maturation) . Ganz im Gegensatz dazu 
wurde iiberhaupt kein IL-12 von MUTZ-3 mDC Zellen 
produziert, wenn diese in Anwesenheit von Dexamethason zur 
Reifung gelangten. In diesen Zellkulturen konnte aber eine 
erhShte IL-10 Produktion nachgewiesen werden. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass unter geeigneten Bedingungen nicht- 
vorprogrammierte MUTZ-3 DC Zellen zvaa DCl oder DC2 PhSnotyp 
verSndert werden kSnnen, 
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mTZ-3 Zellen als effektive DC, die die Fabigkeit besitzten 
Aatigene zu prozesaierea und zu prMLsentieren und eiae 
Imnuaantvort zu induzieren 

Eine zentrale Funktion von DC Zellen als prof essionelle 
Antigen prasentierende Zellen (APC) ist ihre Fahigkeit, 
CD4- und CD8-positive T-Zellen zu stimulieren, sowie (wie 
erst kiirzlich gezeigt) Lipide und hydrophobe Antigene NKT 
Zellen zu prasentieren. Deshalb haben wir untersucht, ob 
auch MUTZ-3 DC Zellen in der Lage sind auf diesen Wegen 
spezifisch Antigene zu prozessieren und zu prasentieren. 

MUTZ-3 DC Zellen aktivieren Influenza-spezifische, 
zytotoxische T-Lymphozyten fiber MHC Klasse I 

Die molekulare Typisierung ergab, dalS MUTZ-3 Zellen positiv 
waren ftir die HLA Antigene HLA-A2, HLA-A3, HL.A-B44, HLA- 
DRIO, HLA-DRll, HLA-DR52, HLA-DQ5 und HLA-DQ7 . Die HLA-A2 
Expression wurde bestatigt durch eine FACS-Analyse unter' 
Verwendung der monoklonalen AntikOrper MA2 . 1 und BB 7 . 1 
(Ergebnisse nicht gezeigt) . Wir haben nun untersucht, ob 
MUTZ-3 DC Zellen fahig sind, Antigene iiber das HLA-A2 
Klasse I Molekiil zu prozessieren und zu prasentieren. MUTZ- 
3 DC Zellen wurden beladen mit dem immunodominant en ,A2 
bindenden Ml Haminfluenza (flu) Peptid oder die Zellen 
wurden mit Adenoviren infiziert, die fiir die gesamte Ml 
Sequenz kodieren (um die FShigkeit zur HLA Klasse I 
Prozessierung zu testen) . In beiden Fallen wurden T2 
Zellen, die mit dem Ml flu Peptid oder als Kontrolle mit 
dem vom HPV-abstanunenden E7 Peptid beladen wurden, ale 
Stimulator-Zellen im IFNgamma-ELISPOT Assay far 
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) benutzt, welche bei der 
Co-Kultivierung von MUTZ-3 DC und T-Zellen entstanden sein 
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konnten. Unstimulierte T-Zellen wurden hinzugefugt, um die 
Basislinie der f lu-spezif ischen CTL Reaktion zu bestiiranen. 
Keine spezifische CTL Antwort wurde unter diesen 
Bedingungen beobachtet (Ergebnisse nicht gezeigt) . Eine 
HLA-A2 beschrankte, flu-spezif ische CTL Expansion konnte 
detektiert warden nach Co-Kultivierung der CTL mit MUTZ-3 
DC Zellen, die entweder mit dem flu Peptid beladen waren 
Oder mit den Ml kodierenden Adenoviren infiziert worden 
waren (Fig. 7a 1,2). Diese Ergebnisse zeigen, daS MUTZ-3 DC 
Zellen flu Peptide prozessieren und prSsentieren kOnnen, 
was zu einer Stimulation von flu spezif ischen, MHC Klasse 
l-beschrSnkten CTL ftlhrt. 

MUTZ-3 DC Zellen induzieren mRT-l-spezif ische, 
zytotoxische T-Lymphozyten aber MHC-Klasse I 

Eine HLA-A2-abhangige, MART-l-spezif ische CTL-Expansion und 
-Aktivierung (IFNgamma-Sekretion) konnte detektiert werden 
nach Ko-kultivierung der CTL mit MUTZ-3 -DC, die mit dem 
modifizierten MART-1 Peptid ELAGIGILTV beladen wurden (Fig. 
9). Diese Ergebnisse zeigen, daS MUTZ-3-DC iiber MHC Klasse 
I naive CTL sensibilisieren konnen. 

Tuxnorzell'Iysafc-ibeladene MUTZ-3-DC induzieren zytotoxische 
T-Lymphozyten die ftir verschiedene Tumorantigene spezif isch 
sind 

HLA-A2-abhangige, Tumorzelllysat-spezif ische CTL-Expansion 
und -Aktivierung (IFNy-Sekretion) konnte detektiert werden 
nach Ko-Kultivierung der CTL mit MUTZ-3-DC, die mit 
Tumorzelllysat beladen wurden (Fig 10) . Diese CTL konnten 
auch durch Restimulierung mit MUCl-Peptid LLLLTVLTV, und 
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5 durch Restimulierung mit dem Protein Asialoglykophorin 

aktiviert werden. Diese Ergebnisse zeigen, daS MUTZ-3-DC 
eine polyspezif ische zellulSre Anti-Tmnor-Inimunantwort 
induzieren kSnnen. 

LO Generlerung von unrel£en Klutz-3 (iDC) aus Vorl&uferzellen 

onit GaM-CSF, TNF-alpha und verschiedenen lL-4 Konzentration 
Oder IL-13 

Mutz-3 Zellen aus der laufenden Kultur wurden 2 mal mit PBS 
15 gewaschen und mit einer Zelldichte von 1 x 10^ Zellen/mL in 

einem Volumen von 5 mL Kulturmedivim in eine 6-Lochplatte 
eingesat und ftir 7 Tage mit GM-CSF (1000 U/mL, Leukomax 
/Novartis) , und niedrigdosiertera TNFalpha (2,5 ng/mL, 
Peprotech) und verschiedenen lL-4 Konzentrationen (zwischen 
20 0, 1 U/mL und 1000 U/mL, Peprotech) inkubiert. In einem 

weiteren Versuch wurde IL-4 durch , IL-13 (100 ng/mL) 
ersetzt. Diese Konzentration entspricht etwa der 40-fachen 
Konzentration verwendeten IL-4 Konzentration (lOOU/ml) . 
Jeden zweiten bis dritten Tag erfolgte ein 
25 Zytokinzufutter\ang. Nach 7 Tagen Inkubation erfolgte eine 

durchf lusszytometrische Charakterisierung der Zellen. (siehe 
Fig. 11 und 12) 

Stiinulation von TT spezifischen, CD4-positiven T-Zellen 
30 durch TT-gepulste MUTZ-3 iDC Zellen 

Die FShigkeit der Pro zes si erring von Peptiden iiber den MHC 
Klasse II Weg, wurde untersucht, indem MUTZ-3 iDC Zellen 
mit Peptiden gepulst beladen wurden, die von dem „common 
35 recall" TT Antigen stammten, und anschlieSend mit allogenen 

CD4-positiven, teilweise im HLA-Typ iiber e ins timmenden T- 
Zellen- co-kultiviert wurden. Es wurde eine starke 
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5 Stimulation der TT spezifisahen CD4-positive T-Zellen 

beobachtet, wexm MUTZ-3 iDC Zellen mit TT Peptiden im 
Vergleich zum Vehicle als Kontrolle gepulet beladen wurden, 
wobei die Kontrollwerte ahnlioh niedrig waren wie f^r CD4- 
positive Zellen alleine (Fig. 7b) , Dieee Ergebnisse zeigen, 
10 dass MUTZ-3 Zellen in der Lage Bind, Antigene Cibar den MHC 

Klaase II Weg zu prozeasieren und zu prSsentieren. 

aiykolipld pr^eencation durch MUTZ-3 DC Zellen far 
Valpha2^ -positive / Vbe tall -positive OTCT Zellen 

IS 

CDl MolekM.e reprSBentieren eine epeziaXiBierte Klasse von 
Antigen prasentierenden Molek-fllen, welabe in der Lage sind, 
Lipide, Glykolipide und hydrophobe Peptide zu prasentieren. 
Eb konnte gezeigt werdsn, dass das Glykolipid a-OalCer i£iber 

20 CDld Va24~poeitiven / Vpll-poeitiven NKT Zellen prSsentiert 

werden kann (Broseay et al. X99S, J. Exp. Med. 188 (8): 
1521-1528) . IJm zu untersuchen, ob MUT25-3 DC zellen in der 
Lage sind, a-OalCer zu prisentieren, haben wir zun^chet 
gezeigt, dafi MXJTZ-3 DC Zellen das CDld Molekiil exprimieren 

23 (Brgebnisse nicht gezeigt) . MUTZ-3 iDC und toDC Zellen 

wurden dana beladen rait dera a-GalCer oder Vehicle und co- 
kultiviert mit gereinigten IsntT Zellen fflr 7 Tage in 
Anweeenheit von IQ ng/ml IL-7 und IL-15 (van der Vliet et 
al. 2001, imunol. Methods 247 (1-2) s 61-72). a-QalCer 

30 beladene MUTZ-3 mDC Zellen konnten besser NKT Zellen 

induzieren als MUTZ-3 iDC Zellen (sowohl a-GalCer ale auch 
Vehicle- beladen) und Vehicle beladene MUTZ-3 itiDC Zellen. 
Die Aufhebung der Antigen Presentation durch Blockierung 
von CDld beetatigte die schlufifolgerung, dafi MUTZ-3 mDC 

35 Zellen in der Lage sind, Glykolipid Antigene Ober die 
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5 nicht-klassischen Antigen prSsentierenden CDld Molekttle zu 

present ieren. (Fig. , 8) , 

Legejiden 

10 Tabell© 1. FACS Analyse der CDla ximd CDS3 Estpression in 

Leukaaiia Zellliniea. Die CDla und CD83 Expression wurde in 
der Durchflufizy tome trie unteraucht nach 7 Tagen Inkubation 
mit den Zytokinen, Bei Zellen iet sine Neo- 

Expression von CDla aber nicht von CD83 zu beobachten. Eine 

15 geringere lnd\aktion der CDla Expreeeion mit aesoziierter 

CD83 Expression wurde fOr KG-1 uud in einem noch geringeren 
Mafie auch fOr THP-1 Zellen gemessen, * %Poeitive Zellen 
reprasentiert die gesantte ZaM an Zellen, die fQr einen 
bestimmten CD-Marker positiv gefarbt waren, innerhalb einer 

20 abgegrenzten gated") Zellpopulation. ^ Zellen, die mit 

Pl-konjugierten anti CDla iind FiTC-konjugierten anti CD83 
monoklonalen Antikarpem gefarbt wurden, reprasentieren 
Doppel -positive Zellen. " Zellen wurden mit PITC- 
konjugiertem anti CD116 monoklonalen AntikOrpern gefarbt. ^ 

25 piibliziert in Drexler, H.G. 2001, The Leukemia-Lyitiphoma 

Cell Line Facte Book, Academic Press. 

Fiffwr 1. Mikroekoplsch© Aufnatanen votx diJeferenaierten MOTZ- 
3 zellen naob augabe von Zytokinea, a) Unstiimlierte MUTZ-3 
30 Zellen, b) MOTZ-S iDC nach 7 Tagen Kultur in Anwesenheit 

von C3M-CSF, Ih-A und geringen Koaaentrationen von TNFalpha. 
Die zellen sind nur noch locker adharent und zeigen eine 
dendritisohe Morphologie (40 facte VergrdiSerxing) . 



RECTIFIED SHEET (RULE 91) 



wo 03/023023 



48 



PCT/EP02/09260 



Figur 2. MUTZ-3 DC aeigen Charakteristika fiir untelfa und 
reifie »c in Anweeenheit von 2ytoki^en. Die Scatter Plot 
Darstellmig illustriert den Phanotyp a) dar unstircvulierten 
MUTZ-3 Zellen, b) der umreifen MUTZ-3 iDC und c) der 
TNFa-lpha induzierten reifen MUTZ-3 mDC. Die ZaJiXen beziehen 
sich auf den Prozentsats der Zellen, die positiv sind fttr 
den jeweiligen CD Marker, Alls Zellen wuxden mit PB- oder 
FlTC-konjugierteU/ Antigen apezif ischen, monoklonalen 
Antikerpern gefSrbt, Die Daten stsonmai von. einaci 
Experiment, das representativ ftir tiint Expertmente ist. 

F&gur 3. Die sl££eren8iierung der inn*z-3 KelXen 1st 
aeeosiiert ndt der induhtloji der Expression, von co-r 
sti»uXatorlaohen uolekttlen. Die FACS Analyse ergibt eine 
mduktion der co-etimulatorisclaen Molekttle CDS 6 und CD40, 
des Adhasions-Molekiils CD54 und deg HLA Klasee 11 Molektils 
HLA-DR wShrend der MOTZ-3 Differenzierung, unstimulierte 
MUTZ-3 (gepunktete Linie) , unreife MDTZ-3 iDC 
(durchgezogene Linie) und reife MUTZ-3 mDC (dvirchgezogenen 
dicke Linie) . Die Daten staitiinen von einem Experiment, das 
representativ fttr fanf Experiment© ist. 

5"ig«r 4. TGFbetal ijaduziert die Expression des IiC- 
assoziierten oberEiacbeniaolekSlls Langerin auf MWPZ-3 
zellen, CD34-poeitive MUTZ-3 Zellen warden zimachst in 
Anwesenheit von GK-CSF/TlIFalpha und aneohliefiend in An- 
oder Abweseniieit von TQFbetal kultiviert. Die Zal^len in der 
oberen linkea Ecke beziehen sioh au£ den Prozentsatz an 
CDla/Langerin doppeX-positiven Zellen innerhalb einer 
abgegrenzten („gated«) Zellpopulation bzw den Prozentsatz 
an Zellen, die zur Kontrolle ndt einem isotypisahen 
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AntikOrper gefartot wurden. Die Daten stamman von einem 
E3<periment, das representativ fttr drei Experimente iet. 

Figor 5. Die Fahigk^it von MCrcZ-3 Zellen, IVymplxozytext 
stlmulierea. Unstimulierte MUTZ-S, unreife MUTZ-3 iDC und 
reife MtJTZ-3 inDC wurden itvit Lyinphozyten, die ±m BIHC nicht 
Cibereinstinunten, co-kultiviert in einer allogenen 
gemischten. Lymphozyten Reaktion. MUTZ-3 wiDC wieeen sine 
Starke stimulatorische Kapazitat auf vergliohen mit 
unstiinulierten MUTZ-3 ZeXlen (5,3 facHe Differenz im [3H] 
Thymidii). Einbau verglichen roit unstimulierten Zellen) und 
eitie 2,3 faahe Differenz verglichen roit MUTZ-3 inc. Die 
Daten stconmen von einem Experiment^ das representativ ftir 
vier Eacperimente iet. 

Figur 6. Mficht-vorprogreBMBierte MtwnK-3 iDC Siellea k6a«en 
axm DCl Oder SC2 Pbiaotyp veriS,ndert x«erden vSbx«oA der 
Reifung u&ter Bin£Xii& von ZFHTgaxnina ' oder sexaonathaeon. mutz- 
3 iDC, die in Anwesenheit von iFNgawma kultiviert wurdeiq,, 
sekretieren lL-12. Keine IL-XZ Produktion kann beobachtet 
werd^n, wenii die Zellen mit Dexamethasoa kultiviert wurden. 
In aimlaher ^eLse sekretieren die ZelXen. kein lL-10, wsnn 
sie mit iFNgaitima, .behandelt wurden. lL-12 und IL-IQ 
Konaentrationen wurden im ELISA toestiinrat. Die Zytokine 
Konzentrationen sind in pg/ml pro 10^ ZelXen dargeatellt. 
Die Daten sind represeatativ fttr vier indivuelle 
Experimente . 

Figur 7. MUTZ-3 -Zellen besttaen die Pfthlgkeit der Aatigea- 
Proaesaierung und Praseatation 

(a) MHC Klasse I PrSsentation, KKJTZ-S iDC stimulieren eine 
flu-spezifische CTL Reaktion durda Prasenfcation des auf das 



RECTIFIED SHEET (RULE 91) 



wo 03/023023 



50 



PCT/EP02/09260 



HijA-A2.1 beschrankten flu Peptiaa. (1) mutz-S-dc warden luit 
denv HLA-A2.1 bindenaen, vom HSminfuenza stairanenden 
Matristprotein Mlsa-ee beladen und ao-Jtultiviert mit CD8- 
positiveA T-Zellen, Zw Nachwels der CTL Proliferation 
wurde die Produktion. von IPNy durch CTLs gemessen, die mit 
T2-Zelleii als Ziel-Zellen co-kultiviert wurden. Die 
ZelXen waren entwedar itiit deiti MX flu Peptid (achwarze 
Quadrates) oder als Kontrolle mit dem vom HPV16 abstammenden. 
Pepid B7 (weiSe Quadrate) beladen. (2)MUTZ-3-dC wurden mit 
rekombiaanten Adenoviren infiziert, die das Ml 
Matrisprotein Gen enthielten und anschlieJSend co-kultiviert 
wie Oban beschrieben. CTLS wurden dann emeut mit a?2-Zellen 
stimuliert, die entweder mit dem Ml flu Peptid (schwarze 
Kreise) Oder mit E7 Peptid (weiJSe Kreise) beladen waren. 
Die Daten stamroen von einem Experiment, das reprasentativ 
ftlr drei Experiments ist. (b) MHC Klasse II Antigen 
Prasentation, MUTZ--3 mDC prozessieren und prasentieren 
Peptide, die von dem „ common recall" Antigen TT stammen, 
und stimulieren TT speaifische CD4-positive T-Zellen. Die 
Caten stammen von einem Easperiment, das reprSaentativ fUr 
drei E^^erimente ist- 

pigur 8 . Praaeatation von a-GalCer Otoer CDld. mutz-3 
iDC wurden mit dem a-QalCer oder als Kontrolle mit Vehikel 
(DMSO) beladen und anechlieSend for 481i in An- oder 
Abwesenbeit von bOher doaiertem TMPa Jcultiviert. mDC wurden 
dann f<lr 9 Tage in Anwesenheit von lL-7 und jL-15 mit oder 
ohne CDld blockierenden AntikSrper co-kultiviert mit 

NKT-Zellen, die von geaunden Spendem isoliert worden 
waren. Die Krgebnisse zeigen die relative Ausbeute von NKT- 
Zellen nach Co-Kultivierung mit MUTZ-3 iDC und mDC, welche 
vorher mit Vehikel und a-GalCer beladen wurden. loit oder 
obne Blockierung der ct-GalCer-PrSsentation durch den 
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5 CDld-blockierenden Antikorper. Die Daten stairauen von einem 

Experiment, das reprasentativ fiir drei Experiment ist. 

Figur 9 BIUTZ-3-DC kSnnen naive CTL sensibilisieren. 

CTL wurden mit MART-1 ELAGIGILTV Peptid-beladene MUTZ-3-DC 
10 stimuliert (Prime) und nach eine Woche iiber Nacht mit MART- 

1 ELAGIGILTV Oder CEA IMIGVLVGV Peptid-beladene T2-Zellen 
restimuliert . Das IFNgamma ELISPOT zeigte eine starke 
antigenspezifische (MART-1) Aktivierung der CTL, durch 
Restimulierung mit einem irrelevanten Antigen (CEA) ergab 
13 ■ nur eine sehr schwache Aktivierung der Zellen. 

Figur 10 M17TZ-3-DC kdnnen eine polyspezif ische Anti-Tumor- 
CTL Antwort induzieren. 

20 CTL wurden mit Tumorzelllysat-beladene MUTZ-3-DC stimuliert 

(Prime) und nach eine Woche mit Tumorzelllysat-beladene 
MUTZ-3-DC, mit Asialoglykophorin-beladene MUTZ-3-DC, oder 
mit MUCl LLLLTVLTV Peptid-beladene T2-Zellen restimuliert. 
Das IFNgamma ELISPOT zeigte starke Aktivierung der CTL 

25 durch Restimulieriong der Zellen mit Tumorzelllysaten, mit 

dem MUC-l-Peptid und mit dem Asialoglykophorin. 

Figur 11: Mutz-3 Zellen aus der laufenden Kultur wurden fiir 
7 Tage mit GM-CSF (1000 U/mL) , niedrigdosiertem TNF-alpha 
30 (2,5 ng/mL) und verschiedenen IL-4 Konzentrationen 

(zwischen 0,1 U/mL und 1000 U/mL) inkubiert. Die Ergebnisse 
zeigen, dass mit steigender IL-4 Konzentration eine 
Reduktion der CD124 Expression beobachtet werden kann. 

33 Figur 12: Mutz-3 Zellen aus der laufenden Kultur wurden fiir 

7 Tage mit GM-CSF (1000 U/mL) , niedrigdosiertem .TNF-alpha 
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(2,5 ng/mL) und vergleichend mit IL-4 (100 U/mL) oder IL13 
(100 ng/mL) inkubiert. Die Konzentration des IL-13 
entspricht etwa der 40-fachen Konzentration des verwendeten 
IL-4. Die- durchf lusszytometrische Charakterisierung 
verschiedener Oberf lachenmolekule zeigt, dass durch eine 7- 
tagige Inkubation mit IL-13 anstelle von IL-4, neben GM-CSF 
und niedrigdosiertem TNF-alpha, eine vergleichbare 
Expression der Oberf lachenmolekiile beobachtet werden kann. 

Im Kontext der Erfindimg bedeutet der Ausdruck 
nSensibilisieren^jT-Lymphozyten in einen Status versetzen, 
in dem sie fiir einen antigen-spezif ische Stimulus 
empfanglich sind. 



, Zelllinie 


% Positve 
Zellen* 




Zytokin Rezeptor 
Expression 




CDla° 


CDS 3° 


CD116 
(GM-CSF 
• Rezeptor)" 


CD124 
(IL-4 
Rezeptor)*^ 


MUTZ-3 


38 


0 


+ 


+ 


KG-1 


10 


10 


+ 




THP-1 


5 ■ 


5 


+ 




HL-60 


0 


0 


+ 




U937 


0 • 


0 


+ 




K562' 


0 


0 


+ 





Tabelle 1: FACS-Analyse der CDla- und CD83 -Expression auf 
leuk&tiischen Zelllinien. Die CDla- und CDS 3 -Expression 
wurde mittels Durchf lusszytometrie am 7. Tag nach 
Zytokingabe untersucht. Die CDla, jedoch nicht die CDS3 
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5 Expression kann in MUTZ-3 Zellen induziert werden. KG-1, 

und in einem geringen AusmaS TH-1, erlangen CDla(gering) 
Expression in Verbindung mit CD83 Expression. 
^ % positive Zellen reprasentiert die Gesamtzellzahl 
positive gefSrbter Zellen fiir einen bestimmten DC-Marker 

10 innerhalb einer eingegrenzten Zellpopulation. 

^ Zellen wurden mit PE-markierten anti-CDla und FITC- 
markierten anti-CD83 Monoklonalen Antikiirpem gefarbt, 
dieses Ergebnis reprSsentiert dopppelt positive Zellen. 
^ gefarbt mit anti-CDl6-FITC-markierten Monoklonalen 

15 AntikSrpern. 

^ von Drexler, H.G.,.20Ol. The Leukemia-Lymphoma Cell Line 
Facts Book. Academic Press. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien, dadurch gekennzeichnet, dass 
Zellen von CD124 und CD116 positive Zelllinien mit 
mindestens einem stimulatorischen Molektile, zeit gleich 
Oder seguentiell zeit versetizt, in Kontakt gebracht und die 
effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien erhalten 
werden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
als effektive dendritische Zellen oder Zelllinien Zellen 
Oder Zelllinien hergestellt werden, die phanotypisch 
inters titiellen dendritischen Zellen, Langerhans' 
dendritischen Zellen, CD83 positiven Zellen, unreifen 
dendritischen Zellen und/oder reifen dendritischen Zellen 
gleichen oder ahnlich sind. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die CD124 und CD116 positiven Zelllinien oder Zellen CD34 
positiv sind. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die CD116 und CD124 positiven 
Zelllinien aus Tumorzellen oder Primarzellen gewonnen 
werden . 

5 . Verfahren nach eineiri der vorhergehenden AnsprUche-, 
dadurch gekennzeichnet, dass in die CD116 und CD124 
positiven Zelllinien das Gen ftir CD34 eingebracht wird 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtlche, 
dadurch gekennzeichnet , dass die CD116 und CD124 positiven. 
Zelllinien durch Einbringen von CD116 und/ oder CD124 
Genen in Tumorzellen oder Primarzellen gewonnen warden. 

7 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche , 
dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinien aus Tumorzellen 
Oder Primarzellen aus Leukamiepatienten gewonnen werden, 
insbesondere von Patienten mit chronischer myeloischer 
Leukamie oder akuter myeloischer LeukcLmie. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinien myeloiden, 
lympiioiden, plasmacytoiden oder monocytaren Ursprungs sind. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, 
dadurch gekennzeichnet, dass in die Zelllinien weitere Gene 
eingebracht werden, die beispielsweise Rezeptoren oder 
inhibitoren ftir stimulatorische Molektile codieren und/oder 

exprimieren, 

10. . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass in die Zelllinien mindestens 
ein Immuntherapeutikagen eingebracht werden, 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtlche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinien mit anderen 
Zellen oder Zelllinien fusioniert werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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aXs CD124 und CD116 positive Zelllinien, die 2i;elllinien 
ICTTZ-S, MUTZ-2, ME-180, BT-20, HTB-33, TP-1, IGROV-l, Pa-1, 
SCCHN Zelllinien, waiters MUTZ Zelllinien^ CCLlSB, C94, 
A2774, Daudi, CCL187, SW403 und ilire Zellon verwendet 
werdeti . 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnspKliche/ 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ale CD124 und CD116 positive Zelllinie die Zelllinie MOTZ-3 
und ihre Zellen verwendet werden. 

14. . Verfahren nach eiaein der vorhergehenden 
AnsprUche, daduroh. gekennzeichaet, dass 

als die stimulatoriscdaen Mols3<ttle cheiaisclie Oder 
biologieche MbleWale verwsaadet werden, die sine 
Differenzierung der Zellen der Zelllinien beeinflussen. 

15 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtlche, 
daduroh gekennzeichnet, dass 

als die stimulatorisch-en MolekOle Cytokine und/oder 
coatimulatoriache MolekClle verwendet werden. 

16. Verfahren nach. einem der vorhergdbienden Ansprliclxe, 
dadurch gekennzeiohnet, dass 

als die stimulatorischen Molekttle OM-CSP/ TBTP-alpha , LPS , 
PGE2, CD40 Ligand, poly inosinische-poly cytidylische saure 
(polylC), Kalgiium, PMA, TGFbetal, IL-7 und/oder IL4 
verwendet werden, 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnefc, daes 

als die stimulatorischen Molekale Surrogat -Molekttle 
verwendet werden, beispielsweise AntikOrper oder Peptide. 
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18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

durch die unterschiedlichen stimulatorischen Molekule, ihre 
Dosierung und/oder durch die Reihenfolge des in 
10 Kontaktbringeris effektive dendritische Zelllinien oder 

Zellen iinterschiedlicher Aktivierungs- und/oder 
Ef f ektorstadien gewonnen werden. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 

15 dadurch gekennzeichnet, dass die CD124 und CD116 positiven 

Zelllinien und/oder die effektiven dendritischen Zellen 
Oder Zelllinien in die Apoptose oder Nekrose gebracht 
werden, beispielsweise durch Bestrahlung der Zellen. 

20 2 0. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, dass in die CD124 und CD116 
positiven Zelllinien und/oder effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mindestens ein Suizid-Gen 
eingebracht wird . 

25 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

durch die unterschiedlichen stimulatorischen Molekule, ihre 
Dosierung und/oder Reihenfolge des in Kontaktbringens 
30 effektive dendritische Zelllinien oder Zellen hergestellt 

werden, die vom DC Typ 1 oder DC Typ 2 sind. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die effektiven dendritischen 

35 Zelllinien oder Zellen mit den stimulatorischen Molektilen 

in Kontakt gebracht und effektive reife dendritische 
Zelllinien oder Zellen erhalten werden. 
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23. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend 
ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 22 und 
Formulieren des Arzneimittels mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Trager, wobei das Arzneimittel gegebenenf alls 
zusatzlich mit einem Adjuvans korabiniert wird. 

24. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien 
Oder Zellen hergestellt nach einem der AnsprQche 1 bis 22 
als Immuntherapeutika . 

25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei die effektiven 
dendritischen. Zelllinien oder Zellen bestrahlt sind, 

26. Verwendung der , effektiven dendritischen Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der AnsprQche 1 bis 22 zur 
Aktivierung, Inhibierung oder Modulation des hujnoralen 
und/oder zelluiaren Immunsys terns . 

27. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien 
Oder zellen hergestellt nach einem der Anspruche 1 bis 22 
zur Stimulierung von NKT Zellen, CD4+ und/oder 
cytotoxischen T-Lymphocyten . 

28. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der Anspruche 1 bis 22 zxm 
prozessieren und/oder prSsentieren von Antigenen. 

29. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Antigene Peptide, Proteine, 
Lipide, Lipopeptide, Lipoproteine, Kohlenhydrate, 
Glykolipide, Glykopeptide, Glykoproteine, phosphorylierte 
Proteine und/ oder phosphorylierte Peptide sind. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 03/023023 PCT/EP02/09260 



5 

30. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der Anspriiche 1 bis 22 zur 
Proliferation von Iiranunzellen. 

10 31. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet , dass die Immuntherapeutika allogen 
und/oder semi-allogen eingesetzt werden. 

3 2 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
15 Prophylaxe von Infektions-, Turaor- und/oder 

Aut oimmunerkrankungen . • 

33. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
Behandlung von Infektions-, Tumor- und/oder 
20 Autoimmunerkrankungen. 

3 4 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
Prophylaxe von Metastasen oder Mikrometastasen . 

25 3 5. Verwendung nach einem der. vorhergehenden Anspriiche zur 

Behandliing von Metastasen oder Mikrometastasen . 

3 6 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
Prophylaxe von Primer tumor en. • 

30 

37. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
Behandlung von Pr imSrtumoren . 

3 8 . Verwendxxng nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
•35 Behandlung von minimal residualen Tiimorerkrankungen . 
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3 39. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mit mit einem oder mehreren 
Turaorantigenen oder Teilen davon beladen werden. 

10 40. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 

dadurch gekennzeichnet dass effektiven dendritischen Zellen 
Oder Zelllinien mit Tumorzelllysaten beladen werden. 

41. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
13 dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 

Zellen oder Zelllinien mit Tximorzellen oder Txamorzelllinien 
fusioniert werden. 

42. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 

20 dadurch gekennzeichnet dass in die effektiven dendritischen 

Zellen oder Zelllinien Gene eingebracht werden, die 
Tumorantigene codieren. 

43 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche als 
25 Vakzine fur Inf ektionserkrankungen . 

44. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet dass in die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien Gene eingebracht werden, die 

30 Virusantigene, Bakterienantigene oder Paras i tenant igene ■ • 

Oder Telle davon codieren oder andere Gene eingebracht 
werden, die ftir inf^ktiSse Partikel oder Telle derer 
codieren. 

35 4 5 .Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien nach Infektion der Zellen oder 
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Zelllinien mit infektiosen Partikeln oder abgeleiteten 
Teilen davon, die nicht vermehrungsfahig sind, eingesetzt 
werden . 

46. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprtiche 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mit Zelllysaten von infizierten 
Zellen.beladen werden. 

47. Verwendiang nach einem der vorhergehenden Ansprtlche 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mit mindestens einem 
Infektionsantigene beladen werden. 

48. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprtiche 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mit infizierten Zellen fusioniert 
werden . 

49. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprttche zur 
Behandlung und/ oder Prophylaxe von rheumatischen 
Erkrankungen 

50. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprtiche in 
der Transplantationsmedizin. 

51. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprtiche 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien durch mindestens ein 
stimulatorisches Molekiil weiter dif f erenziert \ind/oder 
gereift sind. . 
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52 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet dass Zelllinien durch mindestens ein 
stimulatorisches Molekiil weiter zu effektiven dendritischen 
Zellen Oder Zelllinien dif ferenziert und/oder gereift 
sind. . 

53. Kit umfassend effektive dendritische Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der Anspruche 1 bis 22 zur 
Diagnose, Prophylaxe und/oder Behandlung von Infektions-, 
Tumor- und/oder Autoimmvmerkrankungen . 

54. Testsystem umfassend effektive dendritische Zelllinien 
Oder Zellen hergestellt nach einem der Ansprtiche 1 bis 22 
zur Testung von immunaktivierenden, -inhibierenden und/oder 
-moduli erenden Substanzen und/oder zur Analyse der Biologie 
der dendritischen Zelllinien oder Zellen. 

55. Testsystem umfassend CD124 und CD116 positive 
Zelllinien oder Zellen zur Testung von immunaktivierenden, 
-inhibierenden und/oder -moduli erenden Substanzen und/oder 
zur Analyse der Biologie der dendritischen Zelllinien oder . 
Zellen. 

56. Testsystem umfassend die MUTZ-3 Zelllinie oder Zellen 
zur Testung von immunaktivierenden, -inhibierenden und/oder 
-moduli erenden Substanzen und/oder zur Analyse der Biologie 
der dendritischen Zelllinien oder Zellen. 
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differentiation of human peripheral blood 
monocytes into dendritic Langerhans cells" 
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JAKSITS S ET AL: "CD34+ cell-derived 
CD14+ precursor cells develop into 
Langerhans cells in a TGF-beta 1-dependent 
manner." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY (BALTIMORE, MO.: 
1950) UNITED STATES 1 NOV 1999, 
vol. 163, no. 9, 

1 November 1999 (1999-11-01), pages 
4869-4877, XP002217762 
ISSN: 0022-1767 
abstract 

page 4870, left-hand column, paragraph 2 - 
paragraph 5 

page 4871, right-hand column -page 4875, 
right-hand column, paragraph 1; figure 2 

CAUX CHRISTOPHE ET AL: "Respective - 
involvement of TGF-beta and IL-4 In the 
development of Langerhans cells and 
non-Langerhans dendritic cells from CD34+ 
progenitors" 

JOURNAL OF LEUKOCYTE BIOLOGY, FEDERATION 
OF AMERICAN SOCIETIES FOR EXPERIMENTAL, 
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vol, 66, no. 5, November 1999 (1999-11), 
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abstract 

page 781, r1gtit-hand column, paragraph 2 
-page 782, right-hand column, paragraph 1 
page 785, left-hand column -page 787, 
left-hand column, paragraph 2; figure 5 
page 788, left-hand column, paragraph 3 
-page 788, right-hand column, paragraph 1; 
figure 10 
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FAIRCHILD P J ET AL: "Directed 
differentiation of dendritic cells from 
mouse embryonic stem cells" 
CURRENT BIOLOGY, CURRENT SCIENCE,, GB, 
vol . 10, no. 23, 

30 November 2000 (2000-11-30), pages 
1515-1518, XP001104013 
ISSN: 0960-9822 
abstract 

page 1515, right-hand column; figures 2,3 
page 1518, left-hand cgluinn 

PAGLIA P ET AL: "IMMORTALIZED DENDRITIC 
CELL LINE FULLY COMPETENT IN ANTIGEN 
PRESENTATION INITIATES PRIMARY T CELL 
RESPONSES IN VIVO" 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, TOKYO, 
OP, 

vol . 178, no. 6, 

1 December 1993 (1993-12-01), pages 
1893-1901, XP000572922 
ISSN: 0022-1007 
abstract 

left-hand column, 
right-hand colurar 
right-hand colunin, 
right-hand columr 



page 1894, 
-page 1896, 
page 1898, i 
-page 1899, 



paragraph 5 
I, paragraph 3 
paragraph 3 



BANCHEREAU J ET AL: "IMMUN0BI0L06Y OF 
DENDRITIC CELLS- 
ANNUAL REVIEW OF IMMUNOLOGY, ANNUAL 

REVIEWS INC, US, 

vol. 18, 2000, pages 767-811, XP001018258 
ISSN: 0732-0582 

page 788, paragraph 2 -page 792, paragraph 

2; figure 8 

page 770, paragraph 4 -page 773, paragraph 

1; figure 2 

OZAWA HIROAKI ET AL: 

"Granul ocyte-macrophage col ony-st 1 mul ati ng 
factor gene transfer to dendritic cells or 
epidermal cells augments their 
antigen-presenting function Including 
induction of anti-tumor immunity." 
JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY, 
vol. 113, no. 6, December 1999 (1999-12), 
pages 999-1005, XP002227119 
ISSN: 0022-202X 
abstract 

page 999, left-hand column -page 1000, 

left-hand column, paragraph 2 

page 1004, right-hand column, paragraph 3 
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MASTERSON ALLAN J ET AL: "MUTZ-3, a human 
cell line model for the cytokine-lnduced 
differentiation of dendritic cells from 
CD34+ precursors." 

BLOOD, 

vol. 100, no. 2, 

15 July 2002 (2002-07-15), pages 701-703, 

XP002217763 

July 15, 2002 

ISSN: 0006-4971 

the whole document 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Mematioiial application No. 

EP02/09260 



Box I Observatioiu where certain claims were fonud muearcliable (Coutinuatiou of item 1 of first sheet) 



hisiotematioiialseardirepcrtliasnotbeeiiestabliabiedjiLie!^ 17(2)(a)fi}rtheMlowingieason8: 
, I I ClainxsNos,; 

' — ' because Ibey relate to subject matter not required to be gearched by this Authority, namely; 



2. Q aaimsNos.: 

because they relate to parts of tbe jntematianal applicatioa that do not comply wilih. the prescribed requirements to such, 
an extent that no meaDingful international search can be carried out, specifically: 



I I Claims Nos.; 

' — ' because they are dependent claims and are not drafledin accordance i.viththe second and third sentences of Rule 6.4(ft). 



Box n Ob serratioas where unify of Invention is lacldug (Conttnuation of item 2 of first sheet) 



This Memational Searching Auttiariiy ftnmd multiple inventiaDS intliis intematianal appUcatiaD, as follows: 
See annexe 



, I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 
— searchableclaims, 

. 1^ AsaUsearchableclajmscouMbesearchBdwithaute£fortjusti5dnganadditicmlfce,tMsAu^ 

of any additional fee. 



•B ■ 
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Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Fonn PCT/ISA/210 (continuattott of first sheet (1)) (July 1992) 



rNTEKNATIONAL SEARCH REPORT 



latematianal applicatioa No. 

EP02/09260 



The International Searching Authority has determined that this international 
application contains multiple (groups of) inventions, namely 

1. Claims 1-22 - INVENTION 1 

method of producing effective dendritic cells or cell lines. 

2. Claim 23 - INVENTION 2 

method of producing a medicinal drug comprising a method 
according to one of Claims 1-22 and the formulation of the 
medicinal drug with a pharmaceutically well-tolerated vehicle. 

3. Claims 24-56 - INVENTION 3 

use of effective dendritic cell lines as irrmiunotherapeutic agents 
or for treatment of neoplastic, infectious or autoimmune 
diseases. 



FonnPCT/ISA/210 



IN^NATIONAL SEARCH REPORT 

^formation on patent lamlly memberB 


Inter^^nal Application No 

PCT/EP 02/09250 


Patent document 
cited in search report 


Publication 


Patent (amily 
m8mber(s) 


Publication 
date 



US 5811297 A 22-09-1998 CA 2248555 Al 12-09-1997 

EP 0954594 A2 10-11-1999 

JP 2000508886 T 18-07-2000 

WO 9732992 Al 12-09-1997 



US 5648219 


A 


15-07-1997 AU 


3586595 A 


27-03-1996 






CA 


2199377 Al 


14-03-1996 






EP 


0804554 Al 


05-11-1997 






JP 


10505498 T 


02-06-1998 






WO 


9607733 Al 


14-03-1996 






US 


5830682 A 


03-11-1998 



INTERNATIONA^R RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 02/09260 



A. KLASSiFIZIERUNQ DES ANMELOUNQSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N5/08 C12N5/10 A61K35/28 



an (IPK) Oder naeh der nattonalen Klassltlkatlon und dy IPK 



nk(NamsderDatenbank undevtL 



BIOSIS, EPO-Internal, MEDLINE, WPI Data 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHEME UNTEBLAGEW 



Bszelohnung dar Vsritfentliohung, soweit ( 



GEISSMANN FREDERIC ET AL: "Transforming 
growth factor betal, In the presence of 
granul ocyte/tnacrophage col ony-stimul ating 
factor and inter! eukin 4, Induces 
differentiation of human peripheral blood 
monocytes into dendritic Langerhans cells" 
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, TOKYO, 
OP, 

Bd. 187, Nr. 6, 

16. Marz 1998 (1998-03-16), Seiten 
961-966, XP002211123 
ISSN: 0022-1007 
Zusammenfassung 

Seite 961, linke Spalte, Absatz 2 -Seite 

962, linke Spalte, Absatz 1 

Seite 962, rechte Spalte, Absatz 3 -Seite 

963, rechte Spalte, Absatz 4 
Seite 965, linke Spalte, Absatz 2 



|X] SiehsAn 




r Spatere VoraffenMlohung, di 



EiUndung zugnindellegenden Prinzips Oder der Ihr zugiundellegende 
Theorleangegebenlsi 
•X" VerOfferMlchung von besonderer Bedeutung; die beanspnichte Erfindung 
kann allein aufgrund diosor VeraHonllichung - ■' 

Bifinden'schBrTStigkeit beruhend belrachtet \ 
belegl warden .y VenSffenllichung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte frfindung 
)ben 1st (wlB |,ann nictit als auf erfinderischer TatigKelt beiuhe-" " — 
werden, wenn die Veratfentliohung mil einer ode, , , _ 
VeiSftentlrehungen dteser Katagorie in Verbindung gs 
diese Vertalndung fur einen Fachmann naheilegend 1; 



imdesAbschlussesde 

16. Januar 2003 

stanschriflder intemationaii 
EuropSisches Pajentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 



t a 02. 03 



Foimljlalt POT/lSAetO (Blall 2) (Jull 1982) 



INTERNATIONALfR RECHERCHENBERICHT 



Interrf^nales Aktenzelchen 

PCT/EP 02/09260 



C.(Forte8tajng) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategoria" Bezoichnung der VerStfentlichung, si 



JAKSITS S ET AL: "CD34+ cell-derived 
CD14+ precursor cells develop into 
Langerhans cells in a TGF-beta 1-dependent 
manner." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY (BALTIMORE, MD.: 
1950) UNITED STATES 1 NOV 1999, 
Bd. 163, Nr. 9, 

1. November 1999 (1999-11-01), Selten 
4869-4877, XP002217762 
ISSN: 0022-1767 
Zusatnmenfassung 

Seite 4870, llnke Spalte, Absatz 2 - 
Absatz 5 

Seite 4871, rechte Spalte -Seite 4875, 
rechte Spalte, Absatz 1; Abbildung 2 

CAUX CHRISTOPHE ET AL: "Respective 
Involvement of T^F-beta and IL-4 in the 
development of Langerhans cells and 
non-Langerhans dendritic cells from CD34+ 
progenitors" 

JOURNAL OF LEUKOCYTE BIOLOGY, FEDERATION 
OF AMERICAN SOCIETIES FOR EXPERIMENTAL, 

US, 

Bd. 66, Nr. 5, November 1999 (1999-11), 
Seiten 781-791, XP001040426 
ISSN: 0741-5400 
Zusammenfassung 

Seite 781, rechte Spalte, Absatz 2 -Seite 

782, rechte Spalte, Absatz 1 

Seite 785, llnke Spalte -Seite 787, linke 

Spalte, Absatz 2; Abbildung 5 

Seite 788, linke Spalte, Absatz 3 -Seite 

788, rechte Spalte, Absatz 1; Abbildung 10 

US 5 811 297 A (GOPAL T VENKAT) 
22. September 1998 (1998-09-22) 
Spalte 3, Absatz 2 -Spalte 4, Absatz 4; 
Belspiele 6-15 

US 5 648 219 A (MACKAY VIVIAN L ET AL) 
15. Jul1 1997 (1997-07-15) 
Spalte 2, Zeile 40 -Seite 47 
Spalte 5, Zeile 60 -Seite 8, Zeile 20 
Bel spiel 6; Tabelle 1 

-/- 



tPCr/ISAO10(Fwl8<>tluns|VOTBIanZ) (Juni982) 



INTERNATIONA] 



RECHERCHENBERICHT 



iter^nsles Akteni 

PCT/EP 02/09260 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANQESEHENE UNTERLAGEN 

Kal8gori9° Bezeiohnung der Verolfentllchung, soweitarfoitiariich unter P 



FAIRCHILD P J ET AL: "Directed 
differentiation of dendritic cells from 
mouse embryonic stem cells" 
CURRENT BIOLOGY, CURRENT SCIENCE,, GB, 
Bd. 10, Nr. 23, 

30. November 2000 (2000-11-30), Seiten 
1515-1518, XP0O1104O13 
ISSN: 0960-9822 
Zusammenfassung 

Seite 1515, rechte Spalte; Abbildungen 2,3 
Se1te 1518, linke Spalte 

PAGLIA P ET AL: "IMMORTALIZED DENDRITIC 
CELL LINE FULLY COMPETENT IN ANTIGEN 
PRESENTATION INITIATES PRIMARY T CELL 
RESPONSES IN VIVO" 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, TOKYO, 
OP, 

Bd. 178, Nr. 6, 

1. Dezember 1993 (1993-12-01), Seiten 
1893-1901, XP000572922 
ISSN: 0022-1007 
Zusammenfassung 

Seite 1894, linke Spalte, Absatz 5 -Seite 
1896, rechte Spalte, Absatz 3 
Seite 1898, rechte Spalte, Absatz 3 -Seite 
1899, rechte Spalte 

BANCHEREAU J ET AL: "IMMUNOBIOLOGY OF 
DENDRITIC CELLS- 
ANNUAL REVIEW OF IMMUNOLOGY, ANNUAL 
REVIEWS INC, US, 

Bd. 18, 2000, Seiten 767-811, XP001018258 
ISSN: 0732-0582 

Seite 788, Absatz 2 -Seite 792, Absatz 2; 
AbbildungS 

Seite 770, Absatz 4 -Seite 773, Absatz 1; 
Abbildung 2 

OZAWA HIROAKI ET AL: 

" Gr anu 1 ocyte-macr ophage col ony-st 1 mul ati ng 
factor gene transfer to dendritic cells or 
epidermal cells augments their 
antigen-presenting function including 
induction of ant 1 -tumor immunity." 
JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY, 
Bd. 113, Nr. 6, Dezember 1999 (1999-12), 
Seiten 999-1005, XP002227119 
ISSN: 0022-202X 
Zusammenfassung 

Seite 999, linke Spalte -Seite 1000, linke 
Spalte, Absatz 2 

Seite 1004, rechte Spalte, Absatz 3 



Foimblatl PCT/1SAC10 (Fortsatzung von Slatt Z) (Jull 1892) 



INTERNATIONA] 



RECHERChiENBERICHT 



PCT/EP 02/09260 



C.(Fortseteung) ALS WESENTUCH ANQESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeiohnung der Verflffentlichung, 



MASTERSON ALLAN 0 ET AL: "MUTZ-3, a human 
cell line model for the cytokine- induced 
differentiation of dendritic cells from 
CD34+ precursors." 
BLOOD, 

Bd. 100, Nr. 2. 

15. Ouli 2002 (2002-07-15), Selten 
701-703, XP002217763 
July 15, 2002 
ISSN: 0006-4971 
das ganze Dokument 



FoimblatI PCT/1SA/21 o (Fortsetiuno von Blait 2) \Jull 1B92) 



INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 02/09260 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von PunW 2 auf Blatt 1 ] 



Qem&a Aitikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fOr bsstlmmte AnsprOche kein necherehenbericht erstellt: 

1. I 1 Ansprt 
— wellsii 



I auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nIcht verpflichtet ist namltch 



!. n AnsprOche Nr. 
— well sleslch auf T« 



3. AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspniche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgsfaBt aind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EInheitllchkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



lung mehrere Erfindungen enthaic 

s1ehe Zusatzblatt 

□ Da der Anmeldor alle erforderllohen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeWg entrichtet hal, erstreckt sich dleser 
internationals Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

, I 1 Da fOr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne elnen Artwitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der sine 
"■ ' — I zus&tzliohe RecherohengebOhr gerechtferligt hStte, hat die BehSrde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 

□ Da der Anmelder nur einlge der erforderttohen zus4lzllchen RecherohengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dl( 
Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fur die GebOhren entrichtet worden slnd, namnch auf die 
AnsprOche Nr. 
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. I 1 Der Anmelder hat die erfoideriichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
— chenberlchf beschrankt sich daher auf die In den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese Ist in folgenden AnsptOchen er- 



Bemerkungen hlnsldrtlich eInes Widerspruchs ^ Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Wideispmch gezahit. 
Die Zahlung zusdtzlicher RecherchengebQhren erfdigte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
nSmlich: 

1, Anspruche; INVENTION 1: claims 1-22 

Verfahren zur Herstellung von effektlven dendritischen 
Zellen Oder Zelllnien 



2. Anspruch : INVENTION 2: claims 23 

Verfahren zur Herstellung eines Arzneiralttels umfassend ein 
Verfahren nach einem der Ansprflche 1-22 und Formulieren des 
Arzneiralttels rait einem pharmazeuti sch vertraglichen TrSger. 



3. Anspruche: INVENTION 3: claims 24-56 

Verwendung von effektlven dendritischen Zelllnien als 
Iramuntherapeutika/zur Behandlung von 
Tumor-/Inf ekt 1 ons-/Auto 1 mmunerkrankungen 
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